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  Les carcinomes cortico-surrénaliens (CCS) sont des tumeurs malignes rares de 
mauvais pronostic et pour lesquelles les options thérapeutiques efficaces sont inexistantes. Il 
est donc indispensable de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le 
développement des CCS, afin d’améliorer leur prise en charge. Les deux altérations les plus 
fréquentes dans les CCS sont une surexpression du facteur de croissance IGF2 et l'activation 
constitutive de la voie Wnt/β-caténine. Le laboratoire a mis en évidence le rôle oncogénique 
de la β-caténine à l'aide d'un modèle murin (souris ΔCat) présentant une activation 
constitutive de la β-caténine dans la cortico-surrénale. Toutefois, la faible pénétrance du 
phénotype malin suggère la nécessité d'autres altérations pour la progression tumorale. 
L’objectif initial de ma thèse était de tester le pouvoir oncogénique de IGF2, seul ou en 
association avec l’activation constitutive de la β-caténine. Les modèles de surexpression de 
Igf2 dans la cortico-surrénale nous ont permis de montrer que Igf2 n'initie pas le 
développement de tumeurs cortico-surrénaliennes. Dans un contexte d'activation de la β-
caténine, la surexpression de Igf2 favorise le développement tumoral à des stades tardifs. 
Toutefois la formation de tumeurs malignes reste un évènement rare. Ces résultats suggèrent 
donc que la surexpression de Igf2 et l'activation de la β-caténine ne sont pas suffisantes dans 
notre modèle pour induire le développement de CCS. Une analyse rétrospective des données 
de transcriptome nous a permis de mettre en évidence une surexpression de l’oncogène putatif 
et histone méthyl-transférase EZH2, qui est associée à un mauvais pronostic. Mes travaux in 
vitro suggèrent que EZH2 est surexprimé en réponse à une surexpression des facteurs E2F et 
qu’il pourrait être impliqué dans le contrôle de la prolifération, de l'apoptose et de certaines 
caractéristiques tumorales des cellules cortico-surrénaliennes humaines H295R. Des 
inhibiteurs pharmacologiques étant disponibles, EZH2 pourrait constituer une cible 
thérapeutique intéressante pour le traitement des CCS. 
 En parallèle de ces travaux, nous avons cherché à identifier les mécanismes impliqués 
dans la zonation du cortex surrénalien. Au cours du renouvellement tissulaire, les cellules 
acquièrent d’abord une identité glomérulée puis fasciculée. L'identité de la zone glomérulée 
repose en partie sur l'activité de la voie Wnt/β-caténine. Cette voie de signalisation induit 
l'expression de gènes essentiels à l'identité de cette zone et inhibe l'identité fasciculée. La 
différenciation fasciculée des cellules doit donc reposer en partie, sur l'inhibition de cette voie 
de signalisation. Nous avons donc émis l'hypothèse que la signalisation PKA, activée dans la 
zone fasciculée par la liaison de l'ACTH à son récepteur MC2R, s'oppose à l'activité de la β-
caténine pour permettre la différenciation fasciculée. A l'aide d'approches pharmacologiques 

Résumé 
et génétiques, nous avons pu mettre en évidence que l'activation de la PKA inhibe la voie 
Wnt/β-caténine dans le cortex surrénalien et que ceci est à l'origine d'une perte de la zone 
glomérulée au profit d'une expansion de la fasciculée. L'effet de la PKA sur la voie Wnt 
résulte au moins en partie de l'inhibition de l'expression de Wnt4 en réponse à l'activation de 
la PKA. En effet une diminution d'expression de Wnt4 est observée en réponse à l'activation 
de la PKA dans la cortico-surrénale et l'invalidation de Wnt4 spécifiquement dans le cortex 
induit un phénotype proche de celui observé lors de l'activation de la PKA. Au delà des 
mécanismes moléculaires de la zonation, nous avons également montré que l’effet inhibiteur 
de la PKA sur la signalisation Wnt était capable de s’opposer aux effets oncogéniques de la β-
caténine dans la cortico-surrénale. Ces observations pourraient s’avérer pertinentes, la voie de 
signalisation ACTH/PKA étant inhibée dans les CCS. 
 
Mots clés : carcinome cortico-surrénalien, voie Wnt/β-caténine, IGF2, EZH2, PKA, zonation 








 Adrenocortical carcinoma (ACC) is a rare tumour associated with poor prognosis and 
for which, efficient therapeutic approaches are not available. It is therefore essential to 
understand the molecular mechanisms involved in CCS development in order to improve their 
clinical management. The two most frequent alterations in ACC are overexpression of IGF2 
and constitutive activation of β-catenin. Our lab has previously demonstrated the oncogenic 
activity of β-catenin in the adrenal cortex by developing a mouse model of constitutive β-
catenin activation (ΔCat mice). However, the low malignant progression in ΔCat mice 
suggests that other alterations are necessary for acquisition of malignancy. The initial aim of 
my thesis was to test the oncogenic potential of IGF2 alone or associated with constitutive β-
catenin activation. We showed that overexpression of Igf2 in the adrenal cortex does not 
trigger adrenal cortex tumourigenesis. In a context of constitutive β-catenin activation, 
overexpression of Igf2 promotes tumour development at later stages. However the formation 
of malignant tumours remains a rare event. These data suggest that the overexpression of Igf2 
and constitutive activation of β-catenin are not sufficient to trigger malignant tumour 
progression. Retrospective analysis of available ACC transcriptome data highlighted 
overexpression of the putative oncogene and histone methyltransferase EZH2 in ACC, which 
was associated with poor prognosis. My in vitro studies suggest that EZH2 is overexpressed 
in response to overexpression of E2F transcription factors and that it could be involved in 
control of proliferation, apoptosis and oncogenic capacities of adrenocortical carcinoma cells 
H295R. Interestingly, the availability of pharmacologic inhibitors suggests that EZH2 could 
be a novel therapeutic target for the treatment of ACC.  
 In parallel, we sought to identify the mechanisms involved in zonation of the adrenal 
cortex. During adrenal cortex renewal, cells first differentiate as glomerulosa before switching 
to fasciculata as they move within the cortex. Establishment of glomerulosa identity relies on 
the Wnt/β-catenin pathway, which induces expression of genes involved in glomerulosa 
differentiation and inhibits fasciculata identity. These data suggest that β-catenin has to be 
inhibited in order to allow the lineage conversion from glomerulosa to fasciculata. We thus 
postulated that PKA signalling pathway, which is triggered by ACTH binding to its receptor 
MC2R in zona fasciculata, played a role in repressing Wnt/β-catenin signalling to allow 
fasciculata differentiation. Using pharmacologic and genetic models, we have shown that 
PKA inhibits β-catenin signalling, which leads to loss of zona glomerulosa and expansion of 
zona fasciculata. The inhibitor effect of PKA on β-catenin pathway could be the result of 
decreased expression of Wnt4. Indee, a decrease of Wnt4 expression is observed in response 

Abstract 
to PKA activation and inactivation of Wnt4 in the adrenal cortex phenocopies PKA activation. 
We have also shown that PKA inhibits oncogenic effects of β-catenin in the adrenal cortex. 
The observation of decreased ACTH/PKA signalling in ACC suggests that this inhibition 
could be relevant to human adrenal tumour development. 
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Figure 1 : Représentation schématique et coupe de glande surrénale. 
A/ Positionnement des glandes surrénales.  
B/ Coupe transversale d’une surrénale humaine. Le cortex, sous la capsule, se divise en trois zones. La 
zone glomérulée produit les minéralocorticoïdes tels que l’aldostérone. La zone fasciculée sécrète les 
glucocorticoïdes comme le cortisol. La zone réticulée produit également des glucocorticoïdes et les 
androgènes surrénalien (DHEA et son sulfate). Au centre de la glande, la medulla produit les 
catécholamines.  
A/ B/ 




I. LES GLANDES SURRENALES 
 Les surrénales sont des glandes endocrines encapsulées situées au dessus des reins 
(Figure 1A). Elles se composent de deux tissus d'origine embryonnaire et aux fonctions 
différentes : la medulla et le cortex.  
A/ La medullo-surrénale ou medulla 
 La medulla, d'origine neuro-ectodermique, se situe au centre de la glande. Les cellules 
chromaffines de la medulla sécrètent les catécholamines (adrénaline et noradrénaline), qui 
sont d'importants médiateurs de la réponse rapide au stress (de Diego et al., 2008). Ils 
augmentent le métabolisme du glucose (anabolisme dans le foie, catabolisme dans les 
muscles), le rythme cardiaque, l'activité cérébrale et induisent la lipolyse et la 
vasoconstriction (avec augmentation de la pression sanguine) (Jocken and Blaak, 2008; 
Ziegler et al., 2012).  
 Il existe des interactions fonctionnelles entre medulla et cortex. D'une part, les 
glucocorticoïdes produits par le cortex augmentent la transcription et l'activité de l'enzyme 
PNMT (Phenylethanolamine N-methyltransferase), responsable la conversion de la 
noradrénaline en adrénaline (Evinger et al., 1992; Wong et al., 1992). D'autre part, la 
sécrétion de glucocorticoïdes par des cellules corticales bovines est stimulée en présence de 
cellules chromaffines (Haidan et al., 1998). Chez la souris, dans le cas d'un stress aigu, le 
cortex surrénalien libère de la PGF2α (Prostaglandine F2 α) qui agit au niveau des cellules 
chromaffines pour inhiber la sécrétion de catécholamines, entrainant une diminution de la 
production des glucocorticoïdes (Lambert-Langlais et al., 2009). De plus, les analyses de 
différents modèles murins présentant tous des défauts d'organisation corticale (agénésie, 
hypoplasie), ont mis en évidence l'importance des cellules cortico-surrénaliennes pour la 
survie des cellules chromaffines, même si la migration et la différenciation de ces cellules ne 
semblent pas dépendantes du cortex surrénalien (Huang et al., 2012; Kim et al., 2008a). 
Réciproquement, la présence de cellules chromaffines a un impact sur l'organisation corticale. 
En effet, dans un modèle murin dépourvu de cellules chromaffines, la cortico-surrénale se met 
en place, mais l'organisation en cordons est perdue (Britsch et al., 1998).    
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Figure 2 : Représentation schématique du système rénine-angiotensine-aldostérone. 
La rénine produite par l’appareil juxtaglomérulaire du rein permet le clivage de l’angiotensinogène, 
produit par le foie, en angiotensine I.  Cette dernière est à son tour clivée par l’enzyme de conversion 
ACE, produite au niveau de l’épithélium pulmonaire et rénal. L’angiotensine II ainsi générée lie son 
récepteur à la surface des cellules de la zone glomérulée du cortex surrénalien. En réponse, ces cellules 
sécrètent de l’aldostérone qui agit au niveau des tubules distaux du rein pour favoriser la réabsorption de 
sodium, la rétention d’eau et l’élimination du potassium. Ces échanges permettent une augmentation de la 









B/ La cortico-surrénale  
 La cortico-surrénale, d'origine mésodermique, entoure la medulla. Elle constitue 90% 
de la masse surrénalienne chez l'Homme (Yates et al., 2013). Le cortex surrénalien est, avec 
les gonades, la principale source d'hormones stéroïdiennes. Le cortex s'organise en trois zones 
concentriques morphologiquement et fonctionnellement distinctes (Figure 1B).  
 Sous la capsule, la zone glomérulée est constituée de cellules groupées en amas 
arrondis et représente environ 15% du cortex (Yates et al., 2013). Cette zone est responsable 
de la sécrétion d'aldostérone sous le contrôle du système rénine-angiotensine. Le système 
rénine-angiotensine-aldostérone est un important régulateur de la pression sanguine et de la 
balance sodium/potassium. En cas de diminution de la pression artérielle ou de la 
concentration en sodium, les cellules juxtaglomérulaires du rein libèrent de la rénine dans la 
circulation qui va cliver l'angiotensinogène (produit par le foie) en angiotensine I. L'enzyme 
de conversion ACE (Angiotensin Converting Enzyme), présente dans les cellules 
endothéliales des poumons et du rein, clive l'angiotensine I en angiotensine II. Cette dernière 
stimule la sécrétion d'aldostérone en se liant à son récepteur à la surface des cellules de la 
zone glomérulée. L'aldostérone va agir notamment au niveau des tubules distaux du rein, en 
favorisant la réabsorption des ions sodium et la rétention d'eau et à l'inverse l'excrétion des 
ions potassium (Figure 2). Ces échanges vont permettre d'augmenter la volémie et donc la 
pression artérielle (Tomaschitz et al., 2010).  
 Sous la zone glomérulée, la zone fasciculée constitue la plus large zone du cortex (> 
70% du cortex) (Rosol et al., 2001). Les cellules de cette zone sont organisées en cordons 
dans l'axe cortex-medulla. Sous l'action de l'ACTH (AdrenoCorticoTrophic Hormone), ces 
cellules produisent des glucocorticoïdes (cortisol chez l'Homme et corticostérone chez la 
souris). Les glucocorticoïdes interviennent dans le métabolisme cellulaire et la réponse au 
stress. Ils ont un effet immuno-suppresseur et régulent le métabolisme du glucose 
(gluconéogenèse dans le foie, glycogénolyse dans les muscles). Ils jouent également un rôle 
important au cours du développement, notamment sur la maturation des poumons (Provost et 
al., 2013). La libération des glucocorticoïdes est régulée par l'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien. En réponse à des stimulations nerveuses, l'hypothalamus produit et libère la CRH 
(Corticotrophine Releasing Hormone) et l'AVP (Arginine VasoPressin), qui vont induire la 
synthèse et la sécrétion de l'ACTH par l'hypophyse antérieure. La CRH est le régulateur 
principal de l'ACTH. L'AVP n'a pas d'action seule mais potentialise l'effet de la CRH (Yates 
Figure 3 : Représentation schématique de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien 
La libération de CRH par l’hypothalamus induit la production d’ACTH, après clivage du précurseur 
POMC, produit par l’hypophyse antérieure. L’ACTH, libérée dans le sang, va agir sur la zone fasciculée 
de la cortico-surrénale pour induire la production de glucocorticoïdes. En retour, les glucocorticoïdes vont 
agir négativement sur leur propre synthèse, en diminuant la transcription du gène CRH et inhibant la 


















et al., 2013). L'ACTH est le produit du clivage de la POMC (Pro-OpioMélanoCortine). Ce 
clivage libère également d'autres peptides en quantités équimolaires. Ces peptides peuvent 
jouer un rôle dans la physiologie de la cortico-surrénale (Karpac et al., 2007). Il a notamment 
été décrit que le clivage de la partie amino-terminale de la POMC (acides aminés 1-74) génère 
un peptide (POMC1-28) possédant des propriétés mitogéniques (Estivariz et al., 1982). Les 
glucocorticoïdes agissent sur leur propre synthèse, en inhibant au niveau de l'hypophyse la 
sécrétion d'ACTH et la transcription du gène POMC et du récepteur à la CRH. Au niveau de 
l'hypothalamus, les glucocorticoïdes vont inhiber la transcription du gène CRH (Figure 3) 
(Aguilera, 2011).   
 La zone la plus interne de la cortico-surrénale est la zone réticulée, essentiellement 
retrouvée chez les primates. Elle est la source de la déhydroépiandrostérone (DHEA) et de son 
dérivé sulfaté (DHEAS). Ces deux androgènes surrénaliens peuvent être convertis en 
testotestérone et 5α-dihydrotestostérone dans les tissus périphériques (Voutilainen and 
Jääskeläinen, 2014). Alors que chez l'homme, cette source d'androgène est relativement 
négligeable en comparaison des testicules, chez la femme la zone réticulée constitue la seule 
source d'androgène (Orth and Kovacs, 1998).   
 Les stéroïdes (aldostérone, cortisol/corticostérone et DHEA/DHEA-S) produits par ces 














II. LA STEROIDOGENESE SURRENALIENNE 
A/ Entrée du cholestérol dans les cellules surrénaliennes 
 Les cellules cortico-surrénaliennes disposent de deux sources de cholestérol, un apport 
exogène ou une synthèse de novo.  
1. Import du cholestérol 
 L'apport exogène par l'alimentation ou le foie est la principale source de cholestérol 
des cellules surrénaliennes. Le cholestérol est transporté dans le plasma par des lipoprotéines 
HDL (High Density Lipoprotein) et LDL (Low Density Lipoprotein) (Gwynne and Hess, 
1980; Gwynne et al., 1984; Kovanen et al., 1980; Verschoor-Klootwyk et al., 1982). La 
contribution des HDL et LDL pour l'apport du cholestérol au niveau des cellules diffère selon 
les espèces et la nature de la stimulation hormonale.  
 La majorité des mammifères dont l'Homme, utilisent les LDL comme source majeure 
de cholestérol (Higashijima et al., 1987; Liu et al., 2000a; Martin et al., 1999). Les LDL sont 
captés à la membrane plasmique des cellules par le récepteur membranaire aux LDL (R-
LDL). Le complexe LDL/R-LDL formé est ensuite internalisé par endocytose (Brown and 
Goldstein, 1986; Krieger and Herz, 1994). Le cholestérol estérifié des LDL est alors 
hydroxylé dans les lysosomes par la LAL (Lipase Acide Lisosomiale) et le récepteur LDL est 
recyclé (Brown and Goldstein, 1986; Paavola et al., 1985). 
 Les rongeurs, contrairement aux autres mammifères, utilisent préférentiellement les 
HDL pour délivrer le cholestérol au niveau cellulaire (Gwynne and Hess, 1980). Le récepteur 
SR-BI (Scavenger Receptor class B type I) prend en charge ce cholestérol estérifié des HDL. 
A l'inverse du R-LDL, ce récepteur n'est pas internalisé (Acton et al., 1994). SR-BI est 
également capable de prendre en charge le cholestérol estérifié des LDL dans les tissus 
stéroïdogènes (Swarnakar et al., 1999). 
 L'expression de ces deux récepteurs peut être influencée par l'ACTH dans la zone 
fasciculée et l'angiotensine II dans la zone glomérulée. Alors que SR-BI est contrôlé à la fois 
par l'angiotensine II (Cherradi et al., 2001) et l'ACTH (Rigotti et al., 1996), l'effet de 
l'angiotensine II sur R-LDL est discutable (Capponi, 2002; Cherradi et al., 2001). En 
revanche, l'ACTH induit l'expression du récepteur aux LDL (Lehoux and Lefebvre, 1991). 





Les hormones trophiques de la surrénale sont donc capables de réguler l'apport de cholestérol 
exogène afin d'augmenter les capacités de production des cellules stéroïdogènes.  
 
2. La synthèse de novo de cholestérol 
 Pour répondre à une demande accrue en stéroïdes, les cellules surrénaliennes ont la 
capacité de synthétiser du cholestérol de novo à partir d'acétate. Cette synthèse nécessite les 
HMG-CoA (HydroxyMethylGlutaryl-Coenzyme A) synthase et HMG-CoA réductase, qui est 
l'enzyme limitante de la réaction. Ainsi, en cas de diminution de la concentration 
intracellulaire de cholestérol, l'expression de la HMG-CoA réductase est augmentée. En 
revanche, en présence de fortes concentrations de cholestérol, l'expression de cette enzyme est 
faible. Toutefois, ce rétrocontrôle négatif du cholestérol sur la HMG-CoA réductase est plutôt 
faible dans les surrénales, l'expression de cette enzyme étant sous le contrôle positif de 
l'ACTH (Rainey et al., 1986).  
 
B/ Transport intracellulaire 
 La première étape de la stéroïdogenèse correspond au clivage du cholestérol en 
prégnénolone et isocaproaldhéhyde par l'enzyme CYP11A1 (P450SCC). Cette enzyme se 
retrouve dans la matrice mitochondriale de toutes les cellules stéroïdogènes. Le cholestérol 
doit donc être transporté au niveau de la membrane interne de la mitochondrie.   
 La protéine StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) assure le transfert du 
cholestérol de la membrane externe de la mitochondrie à la membrane interne. StAR a été 
identifiée dans les cellules de Leydig MA-10 où sa surexpression induit une augmentation de 
la stéroïdogenèse (Clark et al., 1994). Un modèle murin d'invalidation de StAR confirme 
l'implication de cette protéine dans la synthèse des stéroïdes. En effet, ces animaux subissent 
une mortalité périnatale causée par une déficience en glucocorticoïde et présentent une forte 
désorganisation de la surrénale, associée à la présence de nombreux dépôts lipidiques (Caron 
et al., 1997; Hasegawa et al., 2000). Ce phénotype est proche de celui des patients souffrant 
d'une hyperplasie congénitale lipoïde de la surrénale, causée par des mutations du gène StAR. 
L'activité de transport du cholestérol de StAR n'est possible que lorsque ce transporteur est 
associé à la membrane externe de la mitochondrie (Bose et al., 2002). La fusion 





mitochondriale ainsi que les protéines ERK (Extra-cellular signal Regulated protein Kinase) 
pourraient être requises pour cette localisation (Duarte et al., 2014). Les hormones trophiques 
de la surrénale (ACTH et aldostérone) stimulent rapidement l'activité de StAR via la 
phosphorylation d'un résidu serine conservé entre l'Homme et la souris (serine 194 chez 
l'Homme et serine 195 chez la souris) (Arakane et al., 1997). La transcription de StAR est 
également régulée par ces hormones.    
 Une autre protéine, PBR (Peripheral Benzodiazepine Receptor) ou TSPO 
(Translocator Protein) fut longtemps considérée comme un transporteur de cholestérol à 
travers les membranes mitochondriales. L'implication de PBR dans la stéroïdogenèse reposait 
principalement sur des données in vitro (Kelly-Hershkovitz et al., 1998; Papadopoulos et al., 
1997). Le rôle de cette protéine dans la synthèse des stéroïdes n'avait pas pu être étudié in vivo 
jusqu'alors. En effet, l'invalidation de PBR dans des modèles murins aboutissait à une 
mortalité à des stades embryonnaires précoces, suggérant un rôle de PBR dans le 
développement embryonnaire (Papadopoulos et al., 1998). Récemment, un modèle 
d'invalidation spécifique a été développé (Morohaku et al., 2014). Les auteurs ont invalidé 
spécifiquement PBR dans les cellules de Leydig, afin de mieux comprendre son rôle dans la 
stéroïdogenèse in vivo. Contrairement aux observations précédentes, leurs résultats montrent 
que PBR ne serait pas impliqué dans la stéroïdogenèse. En effet, le développement testiculaire 
des souris invalidées est normal et la production de testostérone n'est pas affectée (Morohaku 
et al., 2014). La même équipe a pu montrer à l'aide d'un modèle murin d'invalidation totale de 
ce gène, que PBR n'est pas requis pour le développement embryonnaire (Tu et al., 2014). A 
l'aide de ce modèle, les auteurs ont pu montrer que l'absence de PBR n'affecte ni la 
stéroïdogenèse gonadique ni surrénalienne et aucune altération morphologique de la surrénale 
n'a été observée (Tu et al., 2014). Ces nouvelles données remettent donc en cause le rôle de 
PBR dans la stéroïdogenèse.  
 
C/ Synthèse des stéroïdes surrénaliens 
 Après l'étape de transport, le cholestérol doit subir plusieurs séries d'hydroxylations 
catalysées par les enzymes cytochrome P450 ou CYP et deux hydroxystéroïdes 
déshydrogénases.  
Figure 4 : Stéroïdogenèse surrénalienne.  
R-LDL et SR-BI permettent l’entrée des LDL et HDL, respectivement. Une fois dans la cellule, le 
cholestérol pénètre dans la mitochondrie, grâce à la protéine StAR. Là, le cholestérol est clivé en 
prégnénolone par CYP11A1. Ce clivage libère également de l’isocaproaldéhyde, un aldéhyde toxique 
pour la cellule, qui peut être inactivé par l’enzyme Akr1b7 chez la souris ou probablement AKR1B1 chez 
l’Homme. La prégnénolone est ensuite prise en charge par la 3bHSD, qui la convertit en progestérone. 
Cette dernière est ensuite hydroxylée par CYP21 permettant la formation de désoxycorticostérone. Dans 
la zone glomérulée, la désoxycorticostérone est convertie en aldostérone par CYP11B2. Dans la zone 
fasciculée, CYP11B1 permet la synthèse de cortisol chez l’Homme ou de corticostérone chez la souris. 
L’absence de CYP17 dans le cortex surrénalien adulte de la souris explique cette différence. Chez 
l’Homme CYP17 permet la synthèse de cortisol dans la fasciculée où son activité 17a-hydroxylase est 
favorisée. Dans la zone réticulée c’est l’activité 17,20-lyase de CYP17 qui est favorisé, permettant la 
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 Le cholestérol au niveau de la membrane interne de la mitochondrie est pris en charge 
par l'enzyme P450SCC (CYP11A1), présente dans les mitochondries de toutes les cellules 
stéroïdogènes. CYP11A1 clive la chaine latérale du cholestérol, produisant ainsi la 
prégnénolone et l'isocaproaldéhyde. La prégnénolone est ensuite transportée au réticulum 
endoplasmique où la 3βHSD (3β-HydroxySteroid Dehydrogenase) la convertit en 
progestérone. La progestérone est hydroxylée par la cytochrome P450 21-hydroxylase 
(P450c21 ou CYP21) en déoxycorticostérone. Les étapes permettant la conversion du 
cholestérol en déoxycorticostérone sont communes à toutes les zones du cortex surrénalien. 
Au niveau de la zone glomérulée, la cytochrome P450 aldostérone synthase (P450c11AS ou 
CYP11B2) permet la synthèse d'aldostérone à partir de la déoxycorticostérone, alors que dans 
la zone fasciculée, la cytochrome P450 11β hydroxylase (P450c11β ou CYP11B1) forme le 
cortisol chez l'Homme et la corticostérone chez la souris. Cette différence est due à l'absence 
d'expression de la cytochrome P450 17 hydroxylase (P450c17 ou CYP17) dans le cortex 
surrénalien adulte de la souris (Keeney et al., 1995). CYP17 possède deux activités 
enzymatiques. L'activité 17α-hydroxylase permet la production de cortisol dans la zone 
fasciculée. En revanche, dans la zone réticulée, l'activité 17,20-lyase est favorisée, permettant 
la production de DHEA (Rainey and Nakamura, 2008). La DHEA peut ensuite être sulfatée 
par SULT2A1 (Sulfotransferase family cytosolic 2A DHEA-preferring member 1) qui est 
majoritairement exprimée par les cellules de la zone réticulée (Rainey and Nakamura, 2008) 
(Figure 4).  
 
D/ Contrôle de la production des stéroïdes surrénaliens 
 La synthèse des stéroïdes surrénaliens est sous le contrôle des hormones trophiques de 
la surrénale. L'angiotensine II, par l'intermédiaire de son récepteur AT1R (Angiotensin II 
Type I Receptor) agit sur les cellules de la zone glomérulée pour la production d'aldostérone. 
L'ACTH stimule la sécrétion de glucocorticoïdes par les cellules de la zone fasciculée via son 
récepteur MC2R  (Melanocortin 2 receptor).  
 
Figure 5 : Régulation aigue de la sécrétion d’aldostérone. 
La liaison de l’angiotensine II (AngII) à son récepteur AT1R permet à la sous-unité Gq de la protéine G 
d’activer la PLC. Celle-ci assure la transformation du PIP2 en DAG et IP3. L’IP3 induit la sortie de 
calcium du réticulum endoplasmique. L’activation des canaux calciques par l’angiotensine II permet 
l’entrée calcium. Ces deux mécanismes sont à l’origine de l’augmentation de la concentration 
intracellulaire de calcium. Celui-ci en s’associant aux calmodulines permet l’activation des CaMK. Les 
CaMK phosphorylent le facteur de transcription CREB, impliqué dans la transcription de StAR. Le DAG 
peut également induire la phosphorylation et donc l’activité de CREB par l’intermédiaire de la PKD ou 
bien par son métabolite le 12-acide hydroxyeicosatetraenoique (12-HETE). Les CaMK ont également la 
capacité de phosphoryler StAR ce qui augmente son activité. L’augmentation de la transcription de StAR 
et la stimulation de son activité induisent un transport accru de cholestérol au niveau de la membrane 
interne de la mitochondrie pour permettre la synthèse d’aldostérone. L’augmentation de la concentration 
extracellulaire en potassium permet l’activation des canaux calciques et donc de la même façon 































1. Régulation de la sécrétion d'aldostérone 
 La sécrétion d'aldostérone est régulée par l'angiotensine II, la concentration sérique en 
potassium (K+) et l'ACTH. Alors que l'angiotensine et le K+ induisent une réponse rapide 
(quelques minutes après la stimulation) et une réponse à plus long terme (quelques heures), 
l'ACTH agit uniquement à court terme sur la sécrétion d'aldostérone. La réponse rapide met 
en jeu la phosphorylation de StAR ainsi que la régulation de son expression. La réponse 
longue agit sur la transcription des enzymes de la stéroïdogenèse et en particulier Cyp11b2 
(Hattangady et al., 2012).  
 L'angiotensine II agit via son récepteur AT1R. Ce récepteur appartient à la classe des 
récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés à une protéine G. La liaison de 
l'angiotensine à son récepteur permet à la sous-unité Gq de la protéine G d'activer la 
phospholipase C (PLC). Celle-ci assure la transformation du PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate) en DAG (diacylglycerol) et IP3 (inositol triphosphate). L'IP3 mobilise le 
calcium du réticulum endoplasmique. L'ouverture des canaux calciques se fait également en 
réponse à l'angiotensine II. La concentration de calcium intracellulaire est donc augmentée. 
Ce calcium, en liant les calmodulines, permet l'activation des kinases dépendantes des 
calmodulines (CaMK). Les CaMK phosphorylent différents facteurs de transcription 
impliqués dans la transcription de gènes de la synthèse d'aldostérone, notamment le facteur de 
transcription CREB (cAMP respond element binding protein). La phosphorylation de CREB 
induit sa fixation sur ses éléments de réponse CRE (cAMP respond element) et le recrutement 
du co-activateur CBP (CRE Binding Protein) qui contacte la machinerie transcriptionnelle. 
CREB est recruté au niveau du promoteur de StAR. La transcription de StAR est donc 
augmentée et l'activité de la protéine est également stimulée par sa phosphorylation par les 
CaMK (Figure 5). Cette action sur la transcription du gène StAR et l'activité de le protéine se 
fait dans le cadre d'une réponse rapide à l'angiotensine II. Le cholestérol est donc rapidement 
transporté au niveau de la membrane interne de la mitochondrie afin de permettre la synthèse 
d'aldostérone. L'augmentation de la concentration extracellulaire en potassium permet 
également cette réponse rapide par l'activation des canaux calciques (Spät and Hunyady, 
2004) (Figure 5). Une stimulation à l'ACTH est aussi à l'origine de cette réponse rapide par 
l'activation de la transcription de StAR et de sa phosphorylation. Ceci passe par sa liaison à 
son récepteur MC2R. L'activation de la voie résultant de cette interaction sera détaillée dans 
la suite. Toutefois une stimulation chronique d'ACTH a un effet inhibiteur sur la sécrétion 
Figure 6 : Régulation chronique de la sécrétion d’aldostérone. 
En liant son récepteur AT1R, l’angiotensine (AngII) permet l’activation de la phospholipae C (PLC) par 
la sous-unité Gq de la protéine G. La PLC permet la libération d’IP3 et de DAG, à partir de PIP2. Le 
DAG en activant la PKD permet la stimulation de l’expression de CYP11B2. L’IP3 induit la libération de 
calcium, permettant d’augmenter la concentration intracellulaire en calcium. Ceci est également permis 
par l’ouverture des canaux calciques en réponse à l’augmentation extracellulaire en potassium. Le calcium 
en liant les calmodulines permet d’activer les kinases dépendantes des calmodulines (CaMK). Les CaMK 
ont la capacité de stimuler la transcription des facteurs de transcription NURR, impliqués dans la 
régulation de l’expression des enzymes de la synthèse d’aldostérone, notamment CYP11B2. D’après 
































d'aldostérone (Fuchs-Hammoser et al., 1980; Holland and Carr, 1993). Le mécanisme à 
l'origine de cet effet n'est pas encore identifié.  
 La réponse à plus long terme met en jeu l'activation de la transcription des gènes 
codant les enzymes impliquées dans la synthèse d'aldostérone, notamment l'aldostérone 
synthase (Cyp11b2). Les CaMK stimulent alors des facteurs de transcription impliqués dans 
la régulation de l'expression de Cyp11b2 (Hattangady et al., 2012). En plus du facteur CREB, 
les facteurs de transcription NURRs (NURR1 et NURR77) sont impliqués dans cette 
régulation (Bassett et al., 2004) (Figure 6).  
 
2. Régulation de la sécrétion des glucocorticoïdes 
 La sécrétion des glucocorticoïdes (cortisol chez l'Homme et corticostérone chez la 
souris) par les cellules de la zone fasciculée est sous le contrôle de l'ACTH. L'ACTH agit via 
son récepteur MC2R. Cette interaction ligand-récepteur permet l'activation de la protéine 
kinase A (PKA), aboutissant à la transcription des gènes de la stéroïdogenèse. 
 MC2R est un récepteur à sept domaines transmembranaires, couplé à une protéine G. 
MC2R est essentiellement exprimé au niveau du cortex surrénalien. MC2R, en permettant la 
transduction du signal ACTH, joue un rôle essentiel dans la sécrétion de glucocorticoïdes 
(Novoselova et al., 2013). Ainsi des mutations dans le gène MC2R sont à l'origine d'une 
insuffisance en glucocorticoïdes dans le cadre du syndrome héréditaire de résistance à 
l'ACTH (familial glucocorticoid deficiency, FGD) (Clark et al., 1993). Toutefois de 
nombreux patients souffrent de FGD sans mutation du gène MC2R. Des analyses génétiques 
chez ces patients ont révélé la présence de mutations dans le gène MRAP (melanocortin 2 
receptor accessory protein) (Metherell et al., 2005). Afin de comprendre le rôle des protéines 
MRAP, des analyses in vitro ont d'abord été conduites. Des expériences 
d'immunoprécipitation montrent que MC2R et MRAP interagissent et que ces protéines sont 
co-localisées au niveau du réticulum endoplasmique et de la membrane plasmique lorsqu'elles 
sont exprimées dans des cellules ovariennes de hamster (cellules CHO) (Metherell et al., 
2005). De plus, alors que MC2R ne se localise pas à la membrane cytoplasmique lorsqu'il est 
exprimé seul dans les cellules CHO, la co-expression de MRAP induit sa localisation à la 
membrane plasmique (Metherell et al., 2005). Les protéines MRAP sont donc importantes 
Figure 7: Régulation de la sécrétion de glucocortioïdes. 
Par sa liaison à son récepteur MC2R, l’ACTH permet l’activation de la sous-unité Ga de la protéine G 
associée à ce récepteur. Cette sous-unité Ga active l’adénylate cyclase (AC) qui transforme l’ATP en 
AMPc. L’AMPc s’associe aux sous-unités régulatrices (R) de la PKA, permettant la libération et donc 
l’activation des sous-unités catalytiques (C). Les sous-unités catalytiques sont alors capables de 
phosphoryler de nombreuses cibles et notamment le facteur de transcription CREB. CREB phosphorylé se 
fixe sur ses éléments de réponse et induit la transcription de ses gènes cibles, dont StAR.  
L’activité de la PKA peut en outre être contrôlé par des phosphodistérases. Ces enzymes en hydrolysant 
l’AMPc jouent un rôle important dans la régulation de la concentration en AMPc et donc dans la 
























pour la fonction du récepteur à l'ACTH, notamment pour son affichage à la membrane 
plasmique.  
 MC2R est couplé à une protéine G. Les protéines G associées aux récepteurs à sept 
domaines transmembranaires sont composées de trois sous-unités (α, β et γ). La sous-unité 
Gα fixe et hydrolyse le GTP (Guanosine TriPhosphate). Sans stimulation, la sous-unité Gα 
est liée au GDP (Guanosine DiPhosphate) et associée avec les sous-unités Gβ et Gγ. La 
liaison de l'ACTH à son récepteur induit un changement de conformation de celui-ci et permet 
à la sous-unité Gα de fixer du GTP. Cette sous-unité est alors active et se dissocie des sous-
unités Gβ et Gγ et du récepteur. Le récepteur MC2R est couplé à une protéine G dont la sous-
unité Gα a un effet stimulateur sur l'Adénylate cyclase (AC). Ainsi, après stimulation à 
l'ACTH, l'AC est stimulée et produit de l'AMPc (Adénosine MonoPhosphate Cyclique), un 
messager secondaire activateur de la PKA, à partir d'ATP (Adénosine TriPhosphate) 
(Novoselova et al., 2013). Ce système d’activation est sous contrôle des PDE 
(Phosphodiestérases) qui sont des enzymes responsables de l'hydrolyse de l'AMPc. Elles 
jouent un rôle important dans la régulation des concentrations intracellulaires d'AMPc et 
inhibent donc la voie AMPc/PKA (Taskén and Aandahl, 2004).  
 La PKA est une sérine thréonine kinase composée de quatre sous-unités : deux sous-
unités régulatrices, chacune liée à une sous-unité catalytique. Il existe quatre sous-unités 
régulatrices, RIα, RIβ, RIIα et RIIβ, et quatre sous-unités catalytiques, Cα, Cβ, Cγ et Prkx. 
Selon le type de sous-unités régulatrices mis en jeu, deux isoformes de PKA sont décrites 
PKA-I (sous-unité RIα ou RIβ) et PKA-II (sous-unité RIIα ou RIIβ). Les sous-unités 
régulatrices possèdent une affinité différente pour les molécules d'AMPc, les PKA-II 
présentant moins d'affinité que les PKA-I. Cette caractéristique, ainsi que l'expression 
différents en fonction des types cellulaires des sous-unités de la PKA assurent une diversité et 
une spécificité de réponse à l'AMPc (Taskén and Aandahl, 2004). La liaison de molécules 
d'AMPc aux sous-unités régulatrices de la PKA permet de libérer les sous-unités catalytiques. 
Les sous-unités catalytiques libérées sont alors capables de phosphoryler de nombreuses 
cibles cytoplasmiques et nucléaires. Parmi ses cibles, la PKA peut phosphoryler CREB sur sa 
sérine 133, entrainant la fixation de CREB sur ses éléments de réponse CRE et le recrutement 
du co-activateur CBP. Les éléments CRE sont retrouvés dans le promoteur de certains gènes 
de la stéroïdogenèse, notamment StAR (Figure 7). 





 La localisation cellulaire de la PKA joue un rôle important dans les choix des substrats 
phosphorylés. Ce contrôle de localisation est réalisé par les protéines d'ancrage AKAP (A-
kinase anchor protein) associées aux sous-unités régulatrices de la PKA.  En plus de ce 
domaine de fixation à la PKA, les AKAP possèdent un signal de localisation cellulaire 
spécifique (Wong and Scott, 2004).  
 
E/ Détoxification des produits secondaires de la stéroïdogenèse 
 Le clivage de la chaine latérale du cholestérol par CYP11A1 libère la prégnénolone et 
l'isocaproaldéhyde, qui est un aldéhyde toxique pour la cellule. Il peut être inactivé par 
dégradation en dérivé alcoolique, grâce aux enzymes de la famille des aldo-céto réductases ou 
par oxydation en acide grâce aux aldéhydes déshydrogenases (Lefrancois-Martinez et al., 
1999; Matsuura et al., 1996). Notre équipe a montré que l'activité de réduction de 
l'isocaproaldéhyde dans les cellules surrénaliennes Y1 est essentiellement assurée par l'aldose 
réductase Akr1b7 (Aigueperse et al., 1999, 2001; Lefrancois-Martinez et al., 1999). Chez 
l'Homme cette fonction de détoxification pourrait être assuré par AKR1B1, qui comme 












Figure 8 : Représentation schématique du développement de la surrénale chez la souris. 
Le cortex surrénalien et les gonades sont dérivés du primordium adrénogonadique (PAG). Les cellules du 
PAG se caractérisent par l’expression du facteur de transcription Sf1, dont l’expression est contrôlée dans 
le PAG par le facteur Wt1. A E10-E10.5, l’ébauche surrénalienne s’individualise du PAG. Le 
déclenchement de la différenciation de l’ébauche surrénalienne à partir du PAG est dépendante de la dose 
de Sf1. Dans les cellules qui donneront le cortex surrénalien, l’expression de Sf1 est augmentée par 
l’interaction du co-facteur transcriptionnel Cited2 avec Wt1. Après la séparation, les cellules cortico-
surrénaliennes expriment toujours Sf1, mais sous le contrôle d’un enhancer fœtal, le FAdE. A partir de 
E12, des cellules de la crête neurale envahissent l’ébauche surrénalienne et formeront la medulla. Une fois 
l’encapsulation de la surrénale achevée, le cortex définitif ou adulte se développe entre la zone fœtale (ou 
zone X)  et la capsule.  
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III. DEVELOPPEMENT ET MAINTIEN DE LA CORTICO-
SURRENALE 
 Le développement de la cortico-surrénale suit des étapes relativement similaires chez 
l'Homme et la souris (Else and Hammer, 2005). L'utilisation de nombreux modèles murins 
transgéniques a permis de caractériser les facteurs et les voies de signalisation impliqués dans 
la mise en place et le maintien de la surrénale. Les données présentées à la suite, sont celles 
obtenues à partir de ces différents modèles animaux.  
 
A/ Développement embryonnaire 
1. Le primordium adreno-gonadique et l’ébauche de surrénale 
 Le cortex surrénalien et les gonades sont issus du primordium adrénogonadique (PAG) 
qui se sépare en ébauche surrénalienne et gonadique à E10 (10 jours de développement 
embryonnaire) (Figure 8). Le PAG se forme à partir des cellules de l'épithélium cœlomique et 
du mésoderme intermédiaire au niveau de la crête urogénitale. A E9 chez la souris, le PAG est 
identifiable et caractérisé par l'expression du facteur de transcription Sf1 (Steroidogenic factor 
1 ou adrenal 4 binding protein Ad4BP ou nuclear receptor subfamily 5, groupe A, membre 1 
NR5A1) (Hatano et al., 1996). Sf1 a été identifié comme un facteur de transcription liant des 
séquences spécifiques au niveau des promoteurs des gènes de plusieurs enzymes de la 
stéroïdogenèse (Honda et al., 1993; Lala et al., 1992; Morohashi et al., 1992). Sf1 est un 
facteur indispensable à l'identité stéroïdogène des cellules qui est aussi essentiel au 
développement des surrénales et gonades. Ceci a été mis en évidence par l'analyse de souris 
invalidées pour ce facteur qui ne présentent pas de surrénales ni de gonades à la naissance 
(Luo et al., 1994; Sadovsky et al., 1995). Le déficit en glucocorticoïdes, causé par l’agénésie 
surrénalienne, ne permet pas la survie de ces animaux au-delà de quelques jours (Luo et al., 
1994). L'absence de surrénales et de gonades à la naissance est causée par l'apoptose des 
cellules du PAG et de l’ébauche de surrénale entre E11.5 et E12.5 (Bland et al., 2004; Luo et 
al., 1994). Sf1 permet donc le maintient de ces cellules. Ce rôle de Sf1 pourrait s'expliquer par 
son action répressive sur l'expression du facteur pro-apoptotique NOV/CCN3 (Doghman et 
al., 2007a, 2007b). Sf1 est donc indispensable au maintient du PAG et donc au 
développement des gonades et des surrénales. Son expression dans ce primordium est régulée 





par le facteur de transcription Wt1 (Wilms tumour 1). Wt1 est détecté dès E9 dans le 
mésoderme intermédiaire (Moore et al., 1998). L'implication de Wt1 dans l'expression de Sf1 
a été démontrée par l'utilisation d'un modèle d'invalidation du gène Wt1 (Wilhelm and 
Englert, 2002). L'expression de Sf1 n'est plus détectée chez ces animaux qui reproduisent le 
phénotype des souris invalidées pour Sf1, c'est-à-dire l'absence de développement de gonades 
et de surrénales. Les auteurs ont également démontré le recrutement de Wt1 au niveau de sites 
spécifiques du promoteur de Sf1 (Wilhelm and Englert, 2002). Ces données prouvent 
l'implication du facteur de transcription Wt1 dans l'initiation et le contrôle de la transcription 
de Sf1 dans le PAG.  
 
2. Surrénale fœtale  
  A E10.5 chez la souris, l'ébauche surrénalienne s'individualise dans la partie rostrale 
du PAG et migre en direction de l'aorte dorsale (Figure 8). Les mécanismes moléculaires 
impliqués dans l’établissement des ébauches surrénalienne et gonadique ont pu être mis en 
évidence par l'étude des différents modèles génétiques présentant des altérations dans le 
développement des surrénales sans atteinte ou avec des altérations modérées du 
développement des gonades.  
 Les souris hétérozygotes pour l’invalidation de Sf1 (Sf1+/-) présentent une réduction 
forte de la taille des surrénales fœtales et adultes mais leurs gonades se développent 
normalement et sont fonctionnelles à l'âge adulte (Babu et al., 2002; Bland et al., 2004). Ceci 
suggère que Sf1 agit de manière dose-dépendante pour induire le développement des dérivés 
du PAG. Chez la souris, le développement de l’ébauche de surrénale nécessiterait donc un 
dosage de Sf1 plus élevé que le développement gonadique. Conformément à cette hypothèse, 
la réexpression de Sf1 à partir d’un transgène chez les souris Sf1-/-, conduit à une restauration 
du développement gonadique, mais pas surrénalien (Fatchiyah et al., 2006). L’analyse des 
souris invalidées pour le co-facteur transcriptionnel Cited2 (CBP/p300 interacting 
transactivator with ED-rich tail 2) a permis de mettre en évidence les mécanismes impliqués 
dans l’augmentation du dosage de Sf1 dans l’ébauche de surrénale. Celles-ci présentent une 
agénésie surrénalienne alors que le développement des gonades est initié (Bamforth et al., 
2001). Cited2 est un co-facteur transcriptionnel dépourvu de domaine de fixation à l'ADN qui 
peut agir comme co-activateur ou co-répresseur (Bhattacharya et al., 1999; Chou et al., 2006). 
Dans la surrénale, Cited2 est fortement exprimé dans le PAG et après la séparation des 
Figure  9 : Régulation  de l’expression de Sf1 dans la surrénale fœtale . 
Les facteurs de transcription Pbx/Hox et Pbx/Prep1 permettent l’initiation de l’expression de Sf1 à partir 
de l’enhancer fœtal FAdE, dans les cellules cortico-surrénaliennes fœtales. Le facteur de transcription Sf1 
alors produit se lie au FAdE et permet le maintien de son expression.  
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ébauches surrénalienne et gonadique, son expression reste forte dans les surrénales mais faible 
dans les gonades (Val et al., 2007). Chez les souris invalidées pour Cited2, l'expression de Sf1 
est diminuée dans le PAG et le primordium surrénalien, indiquant un rôle de ce co-facteur 
dans la régulation de l'expression de Sf1 (Val et al., 2007). Des analyses in vitro ont démontré 
une interaction physique et fonctionnelle entre Wt1 et Cited2, permettant la stimulation de 
l'expression de Sf1 (Val et al., 2007). L’ensemble de ces données met en évidence 
l'importance de la dose de Sf1 dans la différenciation surrénalienne et le rôle clé de 
l’interaction entre Cited2 et Wt1, pour permettre l’augmentation d'expression de ce facteur de 
transcription et donc le déclenchement de la différenciation surrénalienne à partir du PAG.  
 Après la séparation, les cellules surrénaliennes fœtales continuent d'exprimer Sf1 mais 
l'expression de Wt1 est éteinte. Des modèles de gain de fonction de Wt1 dans le PAG et 
l’ébauche de surrénale ont permis de montrer que la répression de Wt1 est indispensable pour 
la différenciation des cellules du PAG en cellules surrénaliennes (Bandiera et al., 2013). Ainsi 
d'autres activateurs transcriptionnels doivent prendre le relais de Wt1 dans la surrénale fœtale 
pour permettre le maintien de l'expression de Sf1. En 2006, Zubair et ses collaborateurs ont 
démontré que l'expression de Sf1 est maintenue dans la surrénale fœtale grâce à un enhancer 
particulier, localisé dans le quatrième exon du gène Sf1. Le FAdE (Fetal Adrenal Enhancer) 
contient des sites de fixation pour les facteurs de transcription Pbx/Hox, Pbx/Prep et Sf1. Les 
auteurs ont mis en évidence une régulation de l'expression de Sf1 dans la surrénale fœtale, en 
deux étapes (Figure 9) : les facteurs de transcriptions Pbx/Hox et Pbx/Preb permettent 
l'initiation de l'expression de Sf1 puis Sf1 lui-même va assurer le maintien de son expression 
(Zubair et al., 2006). 
 A E12, le cortex fœtal est colonisé par des cellules de la crête neurale (les 
sympathogonies) qui vont former la medullo-surrénale. L'encapsulation de la surrénale par 
des cellules mésenchymateuses se fait après cette étape. Elle est complète à E14.5. Après la 
mise en place de la capsule, le cortex définitif ou adulte se développe entre celle-ci et la zone 
fœtale (Keegan and Hammer, 2002).  
 
 
Figure 10 : Devenir des cellules du cortex fœtal.  
A/ Schéma du système de lignage utilisé afin d’évaluer la contribution des cellules fœtales au cortex 
adulte. La recombinase Cre-ERT2 est placée sous le contrôle du promoteur fœtal de Sf1,  le FAdE. Cette 
recombinase est inactive en absence de tamoxifène. Au locus ROSA26 (ubiquitaire) a été inséré un gène 
LacZ, codant la b-galactosidase, dont l’expression dépend de la recombinaison de deux sites LoxP. 
L’induction au tamoxifène permet d’activer la Cre qui va pouvoir recombiner les sites LoxP et donc 
permettre l’expression de la b-galactosidase. L’apport  du substrat de cette enzyme permettra de marquer 
les cellules ayant subi la recombinaison et leurs descendantes en bleu.  
B/ A E11.5, l’ébauche surrénalienne se compose de cellules fœtales exprimant Sf1 sous le contrôle de 
l’enhancer fœtal FAdE. L’induction tamoxifène à ce stade va permettre de marquer l’ensemble de ces 
cellules. L’analyse de ces animaux à 2 mois après la naissance montre que l’ensemble du cortex adulte est 
marqué. A cet âge, la zone fœtale (ou zone X) a régressé. Les cellules du cortex adulte sont donc les 
descendantes des cellules fœtales à E11.5.  
A E14.5, le cortex surrénalien se compose des cellules du cortex définitif, n’exprimant plus Sf1 à partir du 
FAdE mais à partir d’un enhancer adulte, et de cellules de la zone fœtale. L’induction tamoxifène à ce 
stade marque donc seulement les cellules fœtales (FAdE+). L’analyse de des animaux traités à E14.5 à 2 
mois après la naissance n’a révélé aucune cellule marquée. Ainsi à E14.5, les cellules fœtales n’ont plus la 
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3. Du cortex fœtal au cortex adulte 
a/ Devenir des cellules exprimant le FAdE 
 Après la naissance chez la souris, le cortex surrénalien est composé de deux 
populations cellulaires : le cortex définitif, divisé en zone glomérulée et fasciculée et la zone 
X, située entre la fasciculée et la medulla. Cette zone dont le rôle physiologique n’est pas 
encore établi se maintient jusqu'à la puberté chez le mâle et la première gestation chez la 
femelle (Hershkovitz et al., 2007). Sa localisation suggérait qu’elle pouvait correspondre à la 
zone fœtale du cortex humain qui disparaît peu après la naissance. L’analyse des souris 
transgéniques exprimant le gène rapporteur LacZ sous contrôle du FAdE de Sf1 a permis de 
montrer que la zone X était effectivement dérivée de cellules corticales fœtales exprimant le 
FAdE (Zubair et al., 2006).  
 Si ces données montrent l’existence d’un lien direct entre cellules fœtales et zone X, 
elles ne permettent pas d’identifier les cellules à l’origine du cortex adulte. Afin d’évaluer la 
contribution des cellules fœtales au développement des cellules corticales définitives, Zubair 
et ses collaborateurs ont donc utilisé un modèle murin de lignage cellulaire dans lequel la 
recombinase Cre a été placée sous le contrôle du promoteur fœtal de Sf1 (FAdE). Les souris 
générées ont été croisées avec des souris portant un gène LacZ au locus ubiquitaire ROSA26, 
dont l’expression dépend de la recombinaison de deux sites LoxP par la recombinase Cre 
(Zubair et al., 2008). Les cellules ayant exprimé le FAdE portent donc un locus ROSA26 
recombiné leur permettant, ainsi qu’à leurs descendantes, d’exprimer la β-galactosidase. 
L'analyse de ces souris a mis en évidence une activité LacZ dans le cortex définitif des souris 
jusqu'à deux mois après la naissance (Zubair et al., 2008). Ces résultats permettent de 
conclure que les cellules fœtales du cortex surrénalien sont à l'origine des cellules du cortex 
définitif. Toutefois, la même étude a permis, grâce à l'utilisation d'une recombinase Cre 
inductible, de démontrer que les cellules fœtales contribuent au cortex définitif avant E14.5, 
alors qu'au-delà ces cellules n'en ont plus la capacité (Zubair et al., 2008) (Figure 10). Les 
auteurs ont donc émis l'hypothèse qu'à ce stade de développement, les cellules fœtales 
subissaient une transition pour devenir des cellules adultes. Dans ces cellules, l'expression de 
Sf1 ne serait donc plus dirigée par le FAdE mais par un enhancer adulte qui n'est pas encore 
identifié.  
 
Figure 11  : Représentation schématique de la signalisation Hedgehog. 
A/ En absence de ligand, le récepteur Patched (Ptch) exerce une action inhibitrice sur le récepteur 
Smoothened (Smo). Cette inhibition conduit à la dégradation du facteur de transcription Gli2 et à la 
protéolyse du facteur Gli3. Cette forme tronquée de Gli3 agit comme un répressseur transcriptionnel des 
gènes cibles de la voie Hh. 
B/ La liaison du ligand Shh lève l’inhibition  exercée par Ptch sur Smo. Les facteurs de transcription Gli2 
et Gli3 peuvent alors agir comme activateur transcriptionnel. Le facteur de transcription Gli1 est un des 
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Figure  12: La signalisation Hedgehog dans le développement cortico-surrénalien.  
Parmi les cellules de l’ébauche surrénalienne (Sf1+) provenant du PAG certaines vont exprimer le ligand 
Shh en réponse à un signal restant à déterminer. Les cellules recevant le signal Shh sont les cellules 
capsulaires Gli1+ non stéroïdogènes (Sf1-). Les cellules Shh+, Sf1+ ont la capacité de se différencier en 
cellules du cortex définitif et en cellules fœtales. Les cellules Gli1+ peuvent acquérir une identité Shh+ 
Sf1+ et également se différencier en cellules du cortex adulte.  
 




b/ Implication de cellules indifférenciées : rôle de la signalisation Hedgehog 
 Les observations ci-dessus, même si elles mettent en évidence une large contribution 
des cellules fœtales exprimant le FAdE, n’excluent pas la mobilisation d’autres types 
cellulaires pour l’établissement du cortex adulte. C’est ce que suggèrent les analyses du rôle 
de la voie de signalisation Hedgehog (Hh) dans le développement cortical. 
 Cette voie repose sur trois ligands Sonic Hedgehog (Shh), Desert Hedgehog (Dhh) et 
Indian Hedgehog (Ihh). Ces protéines sécrétées agissent en liant à la surface des cellules le 
récepteur Patched1 (Ptch1). En absence de ligand, Ptch1, par un mécanisme qui n'est pas 
encore élucidé, inhibe le récepteur à sept domaines transmembranaires Smoothened (Smo). La 
liaison des ligands Hedgehog à Ptch1 conduit à l'activation de Smo. Ptch1 et Smo vont agir 
par l'intermédiaire des facteurs de transcription Gli. En absence de ligand, l'inhibition de Smo 
conduit à la dégradation du facteur de transcription Gli2, alors que la protéolyse de Gli3 
aboutit à une forme tronquée de ce facteur agissant comme un répresseur transcriptionnel des 
gènes cibles de la voie (Figure 11A). La liaison des ligands à Ptch1 lève l'inhibition sur Smo. 
Les facteurs de transcription Gli2 et Gli3 ne sont plus dégradés et peuvent agir comme 
activateurs transcriptionnels (Ingham et al., 2011) (Figure 11B). Gli1, qui agit uniquement 
comme un activateur transcriptionnel des gènes cibles de la voie, n'est exprimé que lors de 
l'activation de cette voie de signalisation, ce qui en fait un marqueur des cellules où la 
signalisation Hh est mobilisée (King et al., 2008; Laufer et al., 2012).  
 Shh est le seul ligand de la voie Hh à être exprimé dans la surrénale à partir de E11.5 
(King et al., 2009). A E12.5, il est localisé à la périphérie du cortex dans des cellules 
exprimant Sf1 (King et al., 2009). Comme pour les cellules exprimant le FAdE, les 
expériences de lignage reposant sur les régions régulatrices de Shh ont mis en évidence une 
contribution des cellules Shh+ à l’ensemble des types cellulaires corticaux définitifs ainsi qu’à 
la zone X (King et al., 2009) (Figure 12). Toutefois, contrairement aux cellules exprimant le 
FAdE, les cellules Shh+ contribuent au développement du cortex adulte, même après E14.5. 
Les cellules recevant le signal Hh, marquées par le facteur de transcription Gli1, sont 
localisées au niveau de la capsule et sous la capsule et n’expriment pas Sf1 (Ching and Vilain, 
2009; Huang et al., 2010; King et al., 2009). Des expériences de lignage ont montré que les 
descendants des cellules Gli1+ à E14.5 exprimaient Sf1 et pouvaient contribuer à l’ensemble 
des lignages du cortex définitif. Certains descendants exprimaient également Shh, suggérant 
Figure  13: Système de lignage mTmG. 
La construction mTmG est insérée au locus ubiquitaire ROSA26. Avant l’action de la recombinase Cre, la 
séquence mT est exprimée et code une protéine Tomato ayant une localisation membranaire. Ceci permet 
donc un marquage rouge des cellules. Après action de la recombinase Cre, la séquence mT est excisée et 
c’est la séquence mG qui s’exprime. Cette séquence code la protéine GFP ayant un signal de localisation 
membranaire. Les cellules ayant subi la recombinaison, ainsi que leurs descendantes sont marquées en 
vert.  
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Figure 14  : Développement du cortex adulte à partir des cellules fœtales ayant d’abord acquis une 
identité de cellule capsulaire.  
A E11.5, les cellules fœtales cortico-surrénaliennes expriment Sf1 (Sf1+) à partir de l’enhancer fœtal 
FAdE. L’utilisation d’un système rapporteur mTmG a montré que les cellules FAdE peuvent devenir des 
cellules capsualires Gli1+, Sf1-, ce que le rapporteur LacZ, moins sensible n’avait pas pu mettre en 
évidence (Zubair et al., 2008). Ces cellules capsulaires Gli1+ ont la capacité de se différencier en cellules 
cortico-surrénaliennes (King et al., 2009). Les cellules fœtales pourraient donc dans un premier temps 
acquérir une identité Gli1+, Sf1-. Puis ces cellules Gli1+, Sf1-, dérivées de cellules fœtales, pourraient 
engendrer des cellules cortico-surrénaliennes adultes. Toutefois seule une petite partie des cellules 
capsulaires sont dérivées de cellules FAdE. Les autres cellules capsulaires Gli1+, Sf1- pourraient 
également être à l’origine de cellules cortico-surrénaliennes adultes.   




que les cellules Gli1+ qui répondent au signal Hh pouvaient à leur tour donner naissance à des 
cellules Shh+ (King et al., 2009) (Figure 12). 
 L’ensemble de ces données suggère l’existence de deux lignages cellulaires au cours 
du développement de la cortico-surrénale (Figure 12). Un premier lignage cellulaire provient 
du PAG et exprime Sf1 sous contrôle du FAdE. En réponse à un signal restant à déterminer, 
une sous-population de ces cellules Sf1+, localisée à la périphérie du cortex, exprime le ligand 
Shh. Les cellules Sf1+ Shh+ peuvent générer des cellules stéroïdogéniques corticales. La 
sécrétion du ligand Shh va permettre l'induction de l'expression du facteur Gli1 par les 
cellules capsulaires et sous-capsulaires. Ces cellules Gli1+ vont pouvoir se différencier en 
cellules du cortex, à l'origine d'un second lignage cellulaire. Le cortex surrénalien adulte serait 
donc composé de cellules provenant du PAG et de cellules mésenchymateuses formant la 
capsule surrénalienne (King et al., 2009; Laufer et al., 2012). Ce modèle est en apparente 
contradiction avec les observations mettant en évidence une contribution des cellules FAdE+ 
au développement de l’ensemble des cellules du cortex définitif.  
 Les récents travaux de l'équipe du Dr Hammer proposent un modèle intégrant ces deux 
observations. En effet, des expériences de lignage utilisant la recombinase Cre sous contrôle 
du FAdE et le système rapporteur mTmG placé au locus ROSA26 (Figure 13) ont permis de 
mettre en évidence des descendants des cellules stéroïdogènes ayant exprimé le FAdE dans 
environ 6% des cellules capsulaires à E18.5 (Wood et al., 2013). Ces cellules capsulaires 
dérivées des cellules corticales fœtales n’expriment pas Sf1 mais expriment Gli1 dans leur 
grande majorité (Wood et al., 2013). Ces données montrent donc que les cellules du cortex 
fœtal pourraient être à l'origine de cellules capsulaires Gli1+ qui se différencient par la suite 
en cellules du cortex définitif (Figure 14).  
 Toutefois, les cellules capsulaires ne semblent pas dériver uniquement de cellules 
surrénaliennes fœtales. L'équipe de A. Schedl a utilisé une lignée murine exprimant une 
recombinase Cre inductible sous le contrôle du promoteur Wt1 et possédant un gène 
rapporteur mTmG (Bandiera et al., 2013). L’activité de la Cre a été induite par injection de 
tamoxifène à E11.5 et E12.5. A ce stade, les cellules de l'ébauche surrénalienne n'expriment 
plus le facteur de transcription Wt1. Toutefois Wt1 est exprimé par des cellules 
mésenchymateuses entourant la surrénale en formation. Les auteurs ont pu observer qu'à 
E18.5, la majorité des cellules de la capsule sont GFP+ (Bandiera et al., 2013). Ainsi une 
proportion importante de cellules capsulaires doit dériver de cellules mésenchymateuses et 
Figure 15  : Origine des cellules capsulaires du cortex surrénalien. 
Afin d’identifier l’origine des cellules capsulaires du cortex surrénalien, une expérience de lignage avec 
une Cre inductible (Cre-ERT2) sous le contrôle des régions régulatrices de Wt1 et un système rapporteur 
mTmG ont été utilisés. 
L’induction de la Cre par le tamoxifène a été réalisée à E11.5 et E12.5. A ce stade, les cellules 
mésenchymateuses entourant la surrénale en formation expriment le facteur de transcription Wt1, au 
contraire des cellules cortico-surrénalienne. Ainsi seules ces cellules Wt1+ subissent la recombinaison et 
expriment la protéine GFP. L’analyse des surrénales à E18.5 met en évidence une majorité de cellules 
capsulaires GFP+, démontrant l’origine mésenchymateuse de ces cellules. Une partie des cellules 
capsulaires ne sont pas marquées par la GFP et pourraient donc avoir pour origine les cellules fœtales 
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Figure  16: Représentation schématique de l’origine des cellules capsulaires et du cortex surrénalien 
adulte. 
Origine des cellules capsulaires Gli1+, Sf1- : les cellules capsulaires semblent en majorité dériver de 
cellules mésenchymateuses Wt1+. Une partie des cellules capsulaires peut toutefois provenir de cellules 
cortico-surrénaliennes fœtales (FAdE:Sf1 +). 
Origine des cellules cortio-surrénaliennes adultes : les cellules du cortex définitif sont majoritairement 
dérivées de cellules fœtales. Les cellules capsulaires peuvent également contribuer au cortex adulte, quelle 
que soit leur origine. Une troisième population de cellules peut contribuer au développement du cortex 
adulte, les cellules Shh+, Sf1+. Ces cellules dérivent en partie d’une sous-population de cellules du PAG 
(cellules fœtales) qui vont exprimer le ligand Shh lors de la mise en place de l’ébauche surrénalienne. Ces 
cellules Shh+, Sf1+ peuvent également se différencier à partir de cellules capsulaires (origine fœtale ou 
mésenchymateuse). Ces cellules Shh+, Sf1+ sont capables de contribuer au cortex adulte mais également 















non pas de cellules surrénaliennes fœtales (n'exprimant pas Wt1 à E11.5 et E12.5) (Figure 
15). Les auteurs ont tout de même identifié certaines cellules capsulaires n'exprimant pas 
Wt1, mais exprimant Gli1. Ces cellules pourraient constituer les cellules capsulaires dérivées 
des cellules fœtales (Figure 15). 
 L'ensemble des ces résultats met en évidence plusieurs origines pour les cellules du 
cortex définitif ainsi que pour les cellules capsulaires (Figure 16). En effet, les cellules 
capsulaires semblent pouvoir provenir de cellules surrénaliennes fœtales (ayant utilisé le 
FAdE) (Wood et al., 2013) et de cellules mésenchymateuses (Bandiera et al., 2013). Les 
cellules surrénaliennes du cortex définitif ont en grande partie pour origine les cellules 
fœtales, qui devraient donc subir une transition du FAdE vers un enhancer adulte (Zubair et 
al., 2008). Mais les cellules surrénaliennes adultes peuvent également provenir de cellules 
capsulaires, soit d'origine fœtale soit d'origine mésenchymateuse (Bandiera et al., 2013; King 
et al., 2009; Wood et al., 2013).  
 
B/ Maintien et renouvellement du cortex 
 Le cortex surrénalien présente une capacité d'adaptation en fonction des besoins 
physiologiques. Les tailles des zones glomérulée et fasciculée peuvent être modulées en 
réponse au système rénine-angiotensine ou à l'axe hypothalamo-hypophysaire. En plus de ces 
remodelages de zones, le cortex est en renouvellement constant pour assurer son maintien au 
cours de la vie. Cette capacité d'adaptation et ce renouvellement repose sur des cellules 
progénitrices mobilisables et capables de régénérer l'ensemble des types cellulaires du cortex.  
 
1. Les cellules progénitrices surrénaliennes 
 La présence de cellules progénitrices dans la capsule surrénalienne a longtemps été 
supposée. Lors d’expériences d'énucléation de la surrénale (retrait de l'intérieur de la glande 
en laissant les cellules capsulaires et sous-capulaires intactes), la régénération d'un cortex 
surrénalien avec une zonation correcte et des fonctions stéroïdogéniques normales, est 
observée 30 jours après l'énucléation (Perrone et al., 1986; Skelton, 1959). Ces premières 
expériences ont permis d'émettre l'hypothèse d'une population cellulaire capsulaire/sous-
capsulaire capable de se différencier et de migrer de façon centripète (de la capsule vers la 
Figure 17  : Modèle de renouvellement et maintien du cortex surrénalien adulte. 
Le cortex surrénalien adulte est en renouvellement constant. Les cellules progénitrices stéroïdogènes et 
exprimant le ligand Shh (Sf1+, Shh+) participent à ce renouvellement. Ces cellules peu différenciées 
(Cyp11b2-, Cyp11b1-) ont la capacité de migrer de manière centripète au sein du cortex et de se 
différencier dans l’ensemble des types cellulaires du cortex. Dans un premier temps, les cellules Sf1+, 
Shh+ se différencient en cellules de glomérulée (Cyp11b2+). Ces cellules Cyp11b2+, en poursuivant leur 
migration, se localisent dans la zone fasciculée (ZF) et acquièrent l’identité de cette zone (Cyp11b1+). Les 
cellules progénitrices ont toutefois la capacité de se différencier directement en cellules de fasciculée. Le 
signal Shh émis par les cellules progénitrices sous-capsulaire est reçu par les cellules capsulaires Gli1+, 
Sf1-. Ces cellules peuvent participer au renouvellement du cortex, même si leur contribution semble 
relativement minoritaire. D’après King et al., 2008.  
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medulla) afin de régénérer le cortex surrénalien. Des analyses plus récentes ont permis de 
démontrer la localisation de ces cellules ainsi que leur identité moléculaire.  
 La première démonstration de l'origine capsulaire des cellules progénitrices a pu être 
établie par des expériences de lignage cellulaire reposant sur les acteurs de la voie Hh.  
 
2. Signalisation Hh et progéniteurs surrénaliens 
  Dans la surrénale adulte comme au cours du développement embryonnaire, Shh est 
exprimé par des cellules exprimant également Sf1 en périphérie du cortex, dans une région 
proche de la zone glomérulée (Ching and Vilain, 2009; Huang et al., 2010; King et al., 2009). 
Toutefois ces cellules Shh+, Sf1+ n'expriment ni Cyp11b2 ni Cyp11b1. Ainsi les cellules 
exprimant le ligand Shh sont des cellules peu différenciées (King et al., 2009). Des 
expériences de lignage ont permis de démontrer que les cellules Shh ont la capacité de migrer 
de manière centripète au sein du cortex et de se différencier en cellules de glomérulée 
(Sf1+,Cyp11b2+) et de fasciculée (Sf1+, Cyp11b1+) (Figure 17), suggérant un modèle de 
différenciation séquentielle de glomérulée vers fasciculée (King et al., 2009). La preuve de ce 
modèle de différenciation a pu être apportée par un autre modèle de lignage où la recombinase 
Cre est placée sous le contrôle du promoteur Cyp11b2 (enzyme terminale de la synthèse 
d’aldostérone) et avec le système rapporteur mTmG au locus ROSA26 (Freedman et al., 
2013). Après cinq semaines, des cellules GFP+ sont détectées dans la zone fasciculée et 
expriment l'enzyme spécifique de cette zone, Cyp11b1. Le marquage de l'ensemble de la zone 
fasciculée est observé à douze semaines après la naissance. Ainsi les cellules Shh+, après 
avoir acquis une identité glomérulée, progressent à travers le cortex pour atteindre la zone 
fasciculée et acquérir l'identité de cette zone, par un mécanisme de trans-différenciation dont 
les modalités sont inconnues. Toutefois, la présence d’une zone fasciculée normale chez des 
souris qui ne développent pas de zone glomérulée suite à l’invalidation de Sf1 grâce à 
Cyp11b2:Cre, suggère que certaines cellules progénitrices ont la capacité de se différencier 
directement en cellules de la zone fasciculée (Freedman et al., 2013). 
 Chez l’adulte comme chez l’embryon, la sécrétion du ligand Shh est capable de 
stimuler des cellules capsulaires n’exprimant pas Sf1, mais qui expriment Gli1. Les études de 
lignage post-natal reposant sur les régions régulatrices de Gli1 mettent en évidence une 
contribution des cellules Gli1+ à la formation de colonnes de cellules exprimant Sf1 et 





Cyp11a1 dans l’ensemble du cortex (King et al., 2009). Ainsi les cellules capsulaires 
exprimant le facteur de transcription Gli1 ont la capacité de migrer au sein du cortex et de se 
différencier en cellules stéroïdogéniques, ce qui en fait également des progéniteurs 
surrénaliens (King et al., 2009). Toutefois, contrairement aux cellules Shh+ elles ne semblent 
contribuer au renouvellement cellulaire que de manière très minoritaire (Figure 17). 
 L'utilisation de modèles génétiques d'invalidation de Shh dans les cellules 
stéroïdogènes exprimant Sf1, a permis de démontrer l'implication de la voie Hh dans le 
maintien et le renouvellement du cortex. La perte de Shh dans les cellules stéroïdogènes du 
cortex induit une réduction de la taille des surrénales avec un amincissement de la capsule 
(Huang et al., 2010; King et al., 2009), résultant d'une diminution de prolifération (Huang et 
al., 2010), alors que l’invalidation de Smo (indispensable à la signalisation Hh)  dans les 
cellules stéroïdogènes n’a aucun effet sur la surrénale (King et al., 2009). Ceci indique que 
Shh est indispensable au renouvellement cortical et qu’il n’agit pas directement sur les 
cellules corticales mais plutôt sur les cellules capsulaires progénitrices qui expriment Gli1. 
Toutefois, compte-tenu de la faible contribution des cellules Gli1+ au renouvellement 
cortical, il est peu probable que l’effet majeur de l’invalidation de Shh soit la seule 
conséquence de l’absence de recrutement des progéniteurs Gli1+.  On peut donc supposer 
qu’indirectement, Shh participe à la production d’un signal par les cellules Gli1+ (qui 
répondent à Hh) et que ce signal aurait la capacité de stimuler le trophisme des cellules 
corticales. 
 
3. Contrôle de la signalisation Hedgehog dans le cortex 
L’ensemble des données présentées ci-dessus montre le rôle essentiel de la voie Hh 
dans le renouvellement du cortex surrénalien. Celui-ci étant sans cesse soumis à des 
stimulations hormonales qui peuvent induire son remodelage, le contrôle de l’activité de la 
voie Hh semble essentiel afin de maintenir l’homéostasie cellulaire corticale. 
 Récemment, l'équipe de P. King s'est intéressée au rôle de la protéine Dlk1 (Delta like 
homologue 1 ou Pref1) dans le cortex surrénalien. Dlk1 est une protéine transmembranaire, 
initialement impliquée dans le contrôle de la différenciation des préadipocytes. Le clivage du 
domaine extracellulaire de Dlk1 par la TNF-α-converting enzyme produit un peptide soluble 
biologiquement actif (Wang and Sul, 2006). Celui-ci, par sa liaison avec la fibronectine, 





induit l'activation de la voie de signalisation des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) 
aboutissant à la phosphorylation de Erk1-2 (Wang et al., 2010). Cette cascade de signalisation 
permet l'inhibition de la différenciation des préadipocytes en adipocytes matures (Kim et al., 
2007). Dans la surrénale, l'expression de Dlk1 a été mise en évidence en périphérie du cortex 
et ses transcrits sont fortement accumulés dans la zone sous-capsulaire du cortex surrénalien 
de rat, pendant la régénération après énucléation (Simon and Hammer, 2012). L'étude de 
l'expression de Dlk1 dans la surrénale montre que ce peptide se localise dans les mêmes 
cellules que Shh (Guasti et al., 2013). De plus, la forme soluble de Dlk1 permet l'expression 
de Gli1 dans les cellules capsulaires et ceci à travers un mécanisme dépendant de Erk1-2. Les 
auteurs montrent également que in vitro Dlk1 a la capacité d'inhiber la transcription Gli1 
dépendante de Shh. Dlk1 pourrait donc fonctionner comme un modulateur de la signalisation 
Shh dans les cellules capsulaires (Guasti et al., 2013).  
 La voie Wnt/β-caténine constitue un autre candidat potentiel. Cette voie de 
signalisation essentielle au développement embryonnaire, dont le mode d’action et les 
mécanismes de contrôle seront discutés plus loin (chapitre V), repose sur les ligands 
extracellulaires Wnt  (Wingless-type mouse mammary tumor virus integration site familly) 
qui permettent la stabilisation de la β-caténine. Celle-ci est alors mobilisée dans le noyau où 
elle agit comme co-activateur transcriptionnel des facteurs LEF (Lymphoid Enhancer 
Factor)/TCF (T-Cell Factor). Les voies Wnt/β-caténine et Hh peuvent coopérer dans 
différents tissus, notamment au niveau de l'épithélium de la vessie pour la prolifération des 
cellules lors d'un processus de régénération (Shin et al., 2011). Dans la surrénale adulte, les 
cellules Shh+ sont majoritairement des cellules présentant une activation de la voie β-caténine 
(Walczak et al., 2014). La β-caténine pourrait donc avoir un rôle dans l'homéostasie des 
progéniteurs. Cette hypothèse a été confirmée par l'analyse d'un modèle génétique présentant 
une perte partielle de la β-caténine dans les cellules stéroïdogènes. En effet, au cours du 
vieillissement de ces souris, une diminution de la taille du cortex est observée, suggérant une 
altération du renouvellement cellulaire du cortex (Kim et al., 2008a). A l’inverse, dans le 
modèle d'activation constitutive de la β-caténine dans le cortex surrénalien, développé par 
l'équipe (souris ΔCat; Berthon et al., 2010), des cellules d'aspect fibroblastique n'exprimant 
pas Sf1 s'accumulent dans le cortex des souris transgéniques. Ce phénotype s'accompagne 
également d'une augmentation de l'accumulation des transcrits Shh et Gli1 (résultats non 
publiés, Annabel Berthon). L'ensemble de ces données laisse donc supposer que la voie 
Wnt/β-caténine pourrait, par son action sur l'expression de Shh, stimuler la prolifération et/ou 





la survie des progéniteurs capsulaires et sous-capsulaires et donc assurer le maintien du 
cortex. 
 
4. Autres facteurs impliqués dans le recrutement des progéniteurs 
 Au cours du développement embryonnaire, une majorité de cellules capsulaires est 
dérivée de cellules mésenchymateuses exprimant Wt1 (Bandiera et al., 2013). Dans les 
surrénales de souris adultes, Wt1 est exprimé dans un petit nombre de cellules capsulaires, 
dans lesquelles il est coexprimé avec Gli1 et Pod1 (Bandiera et al., 2013). Pod1 (ou Tcf21) est 
un facteur de transcription dont l'expression dans la surrénale, est restreinte aux cellules 
capsulaires (Kim et al., 2009). Pod1 a la capacité d'interagir avec le promoteur de Sf1 pour en 
inhiber la transcription (Cui et al., 2004; França et al., 2013; Tamura et al., 2001). De plus 
dans des souris invalidées pour Pod1, Sf1 est présent dans les cellules capsulaires (Kim et al., 
2009). L'expression de Pod1 pourrait donc réprimer la transcription de Sf1 pour maintenir ces 
cellules capsulaires indifférenciées. Pod1, comme Gli1, est donc un marqueur de cellules 
progénitrices surrénaliennes. Des analyses de ChIP (Chromatin ImmunoPrecipitation) ont 
montré que Wt1 était recruté au niveau des promoteurs de Gli1 et de Pod1 (Bandiera et al., 
2013). Wt1 serait donc impliqué dans la régulation de l'expression de ces deux marqueurs de 
cellules progénitrices surrénaliennes. L'utilisation d'un modèle murin de lignage, dans lequel 
une Cre inductible est placée sous le contrôle du promoteur Wt1 a permis de démontrer que 
ces cellules Wt1+ ont la capacité de se différencier en cellules du cortex surrénalien chez les 
souris adultes (Bandiera et al., 2013). En conditions normales, elles ne contribuent toutefois 
au renouvellement que d’un faible nombre de cellules corticales. Ceci suggère que les cellules 
Wt1+ pourraient correspondre aux cellules Gli1+. Effectivement, une majorité des cellules 
capsulaires qui exprime Wt1 exprime aussi Gli1. Toutefois certaines cellules expriment 
uniquement soit Wt1, soit Gli1 (Bandiera et al., 2013). Il semble donc qu’il existe au moins 
trois types moléculaires de cellules progénitrices capsulaires : des cellules Gli1+ et Wt1+; des 
cellules Gli1- et Wt1+; des cellules Gli1+ et Wt1- (Bandiera et al., 2013).  
 






 Le cortex surrénalien possède la capacité de se maintenir et de se renouveler au cours 
de la vie. Ce phénomène dépend d’une réserve de progéniteurs capsulaires et sous-
capsulaires.  
Les cellules sous-capsulaires Shh+, Sf1+ ont la capacité de se différencier en cellules 
de glomérulée et de fasciculée (King et al., 2009). Les mécanismes de régulation de cette 
différenciation ne sont pas identifiés. Toutefois les hormones trophiques  de la cortico-
surrénale (angiotensine II et ACTH) pourraient être impliquées dans le recrutement de ces 
progéniteurs. En effet, dans le modèle de lignage Cyp11b2-Cre ; mTmG, la perte des deux 
allèles de Cyp11b2 induit une absence de sécrétion d'aldostérone conduisant à une 
augmentation de la rénine et donc de l'angiotensine II. Alors que le marquage GFP de 
l'ensemble de la zone fasciculée n'est observé qu'après douze semaines dans le cas d'une 
régulation normale du système rénine-angiotensine II, chez les souris invalidées pour 
Cyp11b2, l'augmentation de l'activité du système rénine-angiotensine aboutit à un marquage 
total de la zone fasciculée en cinq semaines (Freedman et al., 2013). Ainsi, suite à une 
augmentation des concentrations circulantes d'angiotensine II, le renouvellement du cortex et 
donc le recrutement des progéniteurs sont fortement accélérés.  
 Les progéniteurs capsulaires Sf1- semblent présenter une certaine diversité ; ils 
peuvent être définis par leur expression différentielle des facteurs Gli1 et Wt1 (Bandiera et al., 
2013). Ceci pourrait être expliqué par l'origine différente de ces cellules. En effet, les cellules 
Gli1+ Wt1+ et Gli1-Wt1+ seraient dérivées de cellules mésenchymateuses (Bandiera et al., 
2013), alors que les cellules Gli1+ Wt1- pourraient se développer à partir de cellules 
surrénaliennes fœtales (Wood et al., 2013). Toutefois, l'ensemble de ces cellules progénitrices 
semble capable de se différencier en cellules stéroïdogéniques du cortex surrénalien. D'autres 
analyses devront être menées pour confirmer cette diversité et en comprendre les raisons. Ces 
observations posent la question des stimuli impliqués dans le recrutement de l’une et l’autre 
de ces populations. A ce titre, les travaux de Bandiera et al. ont permis de montrer que les 
cellules Wt1+ étaient particulièrement mobilisées en réponse à la castration. Il est toutefois 
encore difficile de comprendre la pertinence physiologique d’une telle observation, d’autant 
que les cellules mobilisées dans ces conditions acquièrent un phénotype plus proche des 
cellules de Leydig gonadiques que des cellules cortico-surrénaliennes (Bandiera et al., 2013). 
Il reste également à définir les mécanismes, probablement variables en fonction du type 





cellulaire, qui permettent aux cellules progénitrices Sf1- d'acquérir ou de retrouver une 
identité stéroïdogénique.  
 
D/ La zonation du cortex surrénalien 
 La zonation du cortex surrénalien repose entre autre, sur l'expression différentielle des 
gènes des enzymes terminales de la stéroïdogenèse, Cyp11b2 et Cyp11b1 (Rainey, 1999). 
Chez la souris, l'expression de Cyp11a1, commune à toutes les zones, débute entre E11.5 et 
E12.5. Cyp11b1, spécifique de la zone fasciculée, est détecté à environ E13.5. Cyp11b2, pour 
la zone glomérulée, n'est exprimée qu'après la naissance (Laufer et al., 2012). Ainsi 
l'établissement d'une zonation fonctionnelle de la surrénale n'est achevée qu'en période 
périnatale. Elle doit ensuite être maintenue au cours du renouvellement cellulaire centripète, 
qui repose majoritairement sur une différenciation initiale en cellule de glomérulée puis de 
fasciculée. Les facteurs permettant aux cellules d'acquérir leur identité en fonction de leur 
position le long de l’axe capsule-medulla ne sont pas encore totalement connus. Toutefois 
certaines données permettent de supposer l'implication de certaines voies de signalisation.  
 
1. La zone glomérulée 
 L'aldostérone synthase ou Cyp11b2 est essentielle à l’activité endocrine de la zone 
glomérulée (Freedman et al., 2013; Lee et al., 2005). Les acteurs impliqués dans le contrôle 
de son expression pourraient donc jouer un rôle important pour l'établissement d'une zone 
glomérulée fonctionnelle. 
Dans des tissus adultes tels que le foie, les différents niveaux d’activation de la voie 
Wnt/β-caténine, résultant de gradients de ligands ou d’acteurs intracellulaires de la 
signalisation tels que APC (Adenomatous Polyposis Coli), sont les moteurs de la zonation 
métabolique (Benhamouche et al.  2006). Dans la surrénale, l'équipe a montré que l’activation 
constitutive de la β-caténine dans le cortex surrénalien chez les souris ΔCat est à l'origine 
d'une différenciation ectopique de cellules Cyp11b2 + dans la zone fasciculée, associée à une 
hypersécrétion d'aldostérone (Berthon et al., 2010). A l'inverse, l'invalidation du gène Wnt4 
induit une perte d'expression de Cyp11b2 (Heikkila et al., 2002). La voie Wnt/β-caténine 
pourrait donc jouer un rôle dans l’établissement de l'identité glomérulée. Cette hypothèse est 





renforcée par la localisation des cellules dans lesquelles la voie de signalisation est active 
(localisation nucléo-cytoplasmique de la protéine β-caténine) en périphérie du cortex, plus 
particulièrement dans la zone glomérulée (Berthon et al., 2010; Kim et al., 2008a). Enfin, 
l'équipe a pu montrer que l'activation de la voie Wnt/β-caténine induit directement ou par 
l'intermédiaire des facteurs de transcription Nurr1 et Nur77, l'expression du récepteur à 
l'angiotensine II AT1R et de Cyp11b2 (Berthon et al., 2014). La β-caténine permet donc 
l'établissement de la zone glomérulée en agissant positivement sur l’expression des acteurs 
essentiels à l’acquisition de son identité. En plus de favoriser l’acquisition de l'identité 
glomérulée, la β-caténine est capable d’agir comme un inhibiteur de l'identité fasciculée 
(Walczak et al., 2014). En effet, in vitro l'activation de la β-caténine dans des cellules cortico-
surrénalinnes murine ATC7-L (Adrenocortical Tumor Cells 7 Left) (Ragazzon et al., 2006) 
conduit à l'inhibition de l'expression du récepteur MC2R et de l'enzyme Cyp11b1 dont 
l'expression est spécifique à la zone fasciculée (Walczak et al., 2014). Conformément à ces 
observations in vitro, les souris ΔCat présentent une diminution significative de l’expression 
de Akr1b7 et de Cyp11b1, deux marqueurs de l’identité fasciculée (Berthon et al., 2010). 
L’ensemble de ces résultats montre le rôle essentiel de la voie Wnt/β-caténine dans 
l’établissement de la zone glomérulée. Compte-tenu du mode de renouvellement cellulaire, 
reposant sur une différentiation séquentielle glomérulée puis fasciculée, ces résultats mettent 
en avant la nécessité d’inactiver la signalisation Wnt afin de permettre l’engagement dans le 
programme de différenciation fasciculée. 
 
2. La zone fasciculée 
 L'identité fasciculée repose sur l'expression de l'enzyme terminale de la synthèse des 
glucocorticoïdes Cyp11b1, régulée par l'ACTH. L'expression du récepteur à l'ACTH Mc2r 
ainsi que celle des protéines accessoires Mrap ont été analysées dans le cortex surrénalien de 
rat par hybridation in situ. Ils sont exprimés dans l'ensemble du cortex mais moins fortement 
dans la zone glomérulée (Gorrigan et al., 2011). On peut donc s’attendre à ce que Mc2r et 
Mrap jouent  un rôle critique dans la fasciculée mais pas dans la glomérulée. L'invalidation de 
Mc2r chez la souris conduit à une réduction de la taille des surrénales. La zone fasciculée est 
fortement atrophiée alors que histologiquement la zone glomérulée ne semble pas altérée 
(Chida et al., 2007). De plus, le traitement de souris avec un  analogue des glucocorticoïdes, la 
Figure 18  : Zonation du cortex surrénalien. 
Dans la cortico-surrénale, la voie Wnt/b-caténine est active dans les cellules de glomérulée. Elle 
permet l’expression des gènes spécifiques de cette zone, Cyp11b2 et AT1R. A l’inverse, la b-
caténine inhibe l’expression des gènes nécessaires à l’identité fasciculée, MC2R et Cyp11b1. La 
b-caténine est donc un acteur important de la différenciation glomérulée.  
L’acquisition de l’identité fasciculée est dépendante de la signalisation ACTH, qui par 
l’intermédiaire de son récepteur MC2R et de la signalisation qui en découle, permet l’expression 
de Cyp11b1.  
Lors du renouvellement du cortex surrénalien, les mécanismes permettant aux cellules de 
glomérulée (ZG) d’acquérir une identité de fasciculée (ZF) ne sont pas identifiés. Toutefois, la 
b-caténine étant un acteur majeur de la différenciation glomérulée et inhibant la différenciation 














dexaméthasone qui bloque la libération d’ACTH par l’hypophyse, induit la perte des cellules 
de la zone fasciculée sans altérer les cellules de glomérulée (Freedman et al., 2013; Thomas et 
al., 2004). Ces résultats montrent donc que la signalisation ACTH est essentiellement active 
dans la zone fasciculée, dont elle induit la différenciation en permettant l’expression de 
Cyp11b1. 
 
 En conclusion, la voie Wnt/β-caténine, en permettant l'expression des acteurs de la 
zone glomérulée (Cyp11b2 et AT1R) et en inhibant l'expression des gènes spécifiques de la   
fasciculée (Cyp11b1 et Mc2r), induit une différenciation glomérulée, alors que l'acquisition de 
l'identité fasciculée est dépendante de la signalisation ACTH (Figure 18). Il reste maintenant à 
identifier les mécanismes à l’origine de la transition d’identité glomérulée vers fasciculée. On 
peut supposer que ceux-ci reposent, en partie, sur une inhibition de l’activité de la voie de 



















IV. LES TUMEURS DE LA CORTICO-SURRENALE 
 Les tumeurs de la cortico-surrénales sont classées en deux catégories, les formes 
bénignes (adénomes ou hyperplasies) et les carcinomes malins. Ces tumeurs bénignes ou 
malignes peuvent être soit silencieuses (ne produisant pas d'hormones en excès), soit 
sécrétantes d'une ou plusieurs hormones cortico-surrénaliennes. Les tumeurs sécrétantes sont 
à l'origine de trois syndromes, selon l'hormone sécrétée en excès : syndrome de Cushing 
(excès de glucocorticoïdes), de Conn (excès d'aldostérone) et de virilisation (excès 
d'androgène). La majorité des tumeurs est non-sécrétante et bénigne (Latronico and Chrousos, 
1997). 
 
A/ Les tumeurs bénignes  
1. Adénomes cortico-surrénaliens 
 La prévalence des adénomes cortico-surrénaliens (ACS) est de 3 à 7% chez l'adulte de 
plus de 50 ans (Grumbach et al., 2003). Ils sont majoritairement non-sécrétants et unilatéraux. 
Environ 5% des ACS sont à l'origine d'une sécrétion de cortisol et entre 1 et 3% d'aldostérone 
(Boland et al., 2008; Mansmann et al., 2004). 
 
a/ Adénomes producteurs de cortisol 
 Ces tumeurs bénignes unilatérales sont la cause la plus fréquente des Cushing 
surrénaliens (Lerario et al., 2014a). Le syndrome de Cushing est lié à un excès de cortisol. 
Une de ses principales manifestations cliniques est une surcharge adipeuse facio-tronculaire. 
La cause principale du syndrome de Cushing est iatrogène, liée à l'utilisation de 
glucocorticoïdes pour leurs actions anti-inflammatoires et immunosuppressives (Guaraldi and 
Salvatori, 2012). Le syndrome de Cushing endogène est causé par une dérégulation de l'axe 
hypothalamo-hypophyso-surrénalien, conduisant à une production excessive de cortisol. Cette 
sécrétion trop élevée de cortisol est soit dépendante de l'ACTH soit indépendante. Les 
syndromes de Cushing dépendant de l'ACTH sont les plus fréquents (80-85%) et sont causés 
par une sécrétion d'ACTH trop importante, liée à un adénome hypophysaire. Une petite 
proportion des Cushing dépendants de l'ACTH résulte d'une sécrétion ectopique d'ACTH. Les 
syndromes de Cushing ACTH-indépendants, 15 à 20% des syndromes de Cushing, sont 





causés par des tumeurs (adénomes ou carcinomes) ou des hyperplasies de la cortico-surrénale 
(Guaraldi and Salvatori, 2012).  
 Les mécanismes moléculaires à l'origine du développement  des adénomes producteurs 
de cortisol ne sont pas totalement élucidés. Toutefois la signalisation AMPc/PKA étant 
impliquée dans la production de cortisol, une dérégulation de celle-ci peut expliquer une 
augmentation de l'activité endocrine. Des mutations de différents acteurs de la signalisation 
PKA ont été identifiées chez les patients, conduisant toutes à une augmentation de l'activité 
PKA. Ces mutations peuvent toucher les phosphodiestérases PDE8 et PDE11, la sous-unité 
régulatrice RIα de la PKA ou encore le gène codant la sous-unité Gα de la protéine G 
associée à MC2R (Bertherat et al., 2003; Dall’Asta et al., 2004; Horvath et al., 2006, 2008). 
Toutefois la fréquence de ces mutations est assez faible. Récemment plusieurs équipes ont 
mis en évidence une mutation activatrice dans le gène PRKACA, codant la sous-unité 
catalytique Cα de la PKA, dans 37% (22/59) (Beuschlein et al., 2014), 65,5% (57/87) (Cao et 
al., 2014), 35% (13/63) (Goh et al., 2014) et 52,3% (34/65) (Sato et al., 2014) des ACS 
producteurs de cortisol. Cette mutation induit la substitution d'une leucine en arginine en 
position 206 (L206R) (Beuschlein et al., 2014; Goh et al., 2014; Sato et al., 2014). La 
substitution L206R pourrait altérer l'interaction de la sous-unité catalytique avec la sous- unité 
régulatrice. Afin de valider cette hypothèse, des expériences d'immunoprécipitation ont été 
réalisées après expression de la forme mutante de Cα, en culture cellulaire. Alors que Cao et 
ses collaborateurs n’ont pas montré de perte d’interaction Cα/sous-unité régulatrice, celle-ci a 
été mise en évidence par les deux autres équipes ayant réalisé ces expériences (Cao et al., 
2014; Goh et al., 2014; Sato et al., 2014). Dans tous les cas, une augmentation de l'activité de 
la PKA pouvant expliquer l'augmentation de l'activité endocrine de ces tumeurs a été 
démontrée. Toutefois, le rôle de l'augmentation d'activité de la voie PKA dans l'augmentation 
de prolifération à l'origine de la formation des adénomes est difficile à établir. En effet, les 
études sur l’action mitogène de la signalisation ACTH/PKA montrent alternativement des 
effets positifs (Lotfi and Armelin, 1998; Pignatelli et al., 2002) ou négatifs (Mattos et al., 
2011) sur la prolifération, sans pour autant fournir d’explications à ces résultats 
contradictoires. Des études in vivo sont donc requises pour déterminer l’implication des 
mutations activatrices de  la sous-unité Cα dans le développement des adénomes 
cortisoliques. 





b/ Les adénomes producteurs d'aldostérone 
 Les adénomes producteurs d'aldostérone (APA) sont la seconde cause 
d'hyperaldostéronisme primaire (Fagugli and Taglioni, 2011), ceux-ci étant majoritairement 
associés à des hyperplasies surrénaliennes. L'hyperaldostéronisme primaire est caractérisé par 
une production anormale d'aldostérone, d'origine surrénalienne, conduisant à une 
hypertension artérielle. Il s'agit de la principale cause d'hypertension secondaire avec une 
prévalence de 6 à 13% chez les patients hypertendus (Amar et al., 2010; Plouin et al., 2004). 
L'hypertension secondaire comme l'hypertension essentielle, est caractérisée par une 
augmentation de la pression artérielle. Toutefois, la forme essentielle ne présente pas de cause 
identifiée. Ainsi on définit une hypertension secondaire lorsqu'une étiologie telle qu'un 
adénome cortico-surrénalien ou une atteinte rénale, peut être déterminée (Carretero and 
Oparil, 2000; Chiong et al., 2008).  
 La recherche de mutations chez les patients souffrant d'APA a permis d'identifier 
plusieurs gènes impliqués dans le développement de cette pathologie. Tout d'abord, des 
mutations ont été identifiées dans le gène KCNJ5, codant le canal potassique Kir3.4 
(Boulkroun et al., 2012; Choi et al., 2011). Des analyses in vitro ont permis de montrer que 
ces mutations sont à l'origine d'une perte de sélectivité de ces canaux pour le potassium (Choi 
et al., 2011). Ainsi les canaux laissent entrer du sodium entrainant une dépolarisation de la 
membrane, à l'origine de l'activation des canaux calciques. Ceci induit donc une entrée de 
calcium et la cascade de signalisation aboutissant à la transcription des enzymes de synthèse 
d'aldostérone. Ces mutations du gène KCNJ5 sont retrouvées dans 34% des APA (129/380 
APA) (Boulkroun et al., 2012).   
 Des mutations ont également été identifiées dans les gènes codant des ATPases de 
type P ATP1A1 et ATP2B3 (Beuschlein et al., 2013). ATP1A1 code une sous-unité α (sous-
unité catalytique) d'une ATPase Na+/K+ (pompe sodium-potassium). L'hydrolyse d'ATP 
permet à ATP1A1 l'échange de sodium cytoplasmique contre du potassium extracellulaire 
(Al-Salameh et al., 2014). Les analyses in vitro ont montré que les mutants du gène ATP1A1 
présentent une perte de l'activité de pompe et une réduction de l'affinité pour le potassium 
(Beuschlein et al., 2013). Cela entraine une dépolarisation et donc une ouverture des canaux 
calciques. ATP2B3 code pour une ATPase Ca2+ (pompe calcique) essentielle à la sortie du 
calcium intracellulaire. ATP2B3 joue donc un rôle important dans le contrôle de la 
concentration en calcium intracellulaire (Al-Salameh et al., 2014). Les prédictions 
informatiques suggèrent que les mutations touchant ATP2B3 pourraient entrainer une 





altération du site de liaison des ions calcium (Beuschlein et al., 2013). Ces mutations seraient 
donc à l'origine d'un défaut d'excrétion de calcium. Ainsi, les mutations touchant les gènes 
ATP1A1 et ATP2B3 entrainent une augmentation de la concentration de calcium 
intracellulaire, ceci conduisant à une stimulation de la synthèse d'aldostérone. Les mutations 
de ATP1A1 et ATP2B3 sont présentes respectivement dans 5.2% (16/380 APA) et 1.6% 
(5/380 APA) des APA (Beuschlein et al., 2013).  
 L’ensemble de ces mutations (KCNJ5, ATP1A1 et ATP2B3) représentaient donc 
environ 40% des APA, mais les 60% restant n’avaient pas d’étiologie moléculaire connue. De 
plus, l’augmentation de prolifération à l’origine du développement des adénomes ne 
s’expliquait vraisemblablement pas par les mutations des canaux ioniques, celles-ci étant 
plutôt associées à une diminution de prolifération in vitro (Scholl et al., 2012). L'équipe a 
récemment mis en évidence une activation de la voie Wnt/β-caténine dans 70% des APA 
(33/47 APA) (Berthon et al., 2014). Cette activation de la β-caténine dans les APA est 
associée à une diminution de l'expression de SFRP2 (Secreted Frizzled Related Protein) 
(Berthon et al., 2014), un inhibiteur de la signalisation Wnt/β-caténine. La β-caténine étant 
capable de réguler directement ou par l'intermédiaire des facteurs NUR1 et NUR77 la 
transcription de AT1R et CYP11B2, son activation entraine donc une production accrue 
d'aldostérone (Berthon et al., 2014). L’équipe a également montré que l’activation constitutive 
de la β-caténine était capable de stimuler la prolifération cellulaire in vivo et de conduire à la 
formation de tumeurs productrices d’aldostérone (Berthon et al., 2010). On peut donc 
supposer que l’activation constitutive de la signalisation β-caténine, résultant d’une 
diminution de l’expression de SFRP2, pourrait conduire au développement d’une majorité 
d’APA. Il reste maintenant à déterminer l’existence d’interactions potentielles entre 
signalisation calcique/potassique et voie Wnt/β-caténine, pouvant conduire à une 
augmentation de prolifération chez les patients porteurs de mutations des canaux. 
 
2. Les hyperplasies cortico-surrénaliennes 
a/ Les hyperplasies micronodulaires pigmentées 
 Les hyperplasies micronodulaires pigmentées (Primary Pigmented Nodular Adrenal 
disease ou PPNAD) sont une forme rare d'hyperplasie cortico-surrénalienne bilatérale. Dans 
le PPNAD, les surrénales sont caractérisées par la présence de nombreux nodules foncés, à 





l'origine d'un syndrome de Cushing ACTH indépendant (Horvath and Stratakis, 2007). Le 
PPNAD peut être retrouvé isolé, ou observé dans le cadre d'un syndrome multi-néoplasique, 
le complexe de Carney, dont il est la principale manifestation endocrine (Almeida and 
Stratakis, 2010). Le PPNAD sporadique ou dans le cadre du complexe de Carney a été associé 
à des mutations inactivatrices du gène PRKAR1A, codant la sous-unité régulatrice RIα de la 
PKA (Groussin et al., 2002; Kirschner et al., 2000). Afin de démontrer l'implication de RIα 
dans le PPNAD, l'équipe a développé un modèle murin, les souris AdKO, invalidées pour 
cette sous-unité, spécifiquement dans la surrénale (Sahut-Barnola et al., 2010). Comme les 
patients, les souris AdKO développent un syndrome de Cushing indépendant de l'ACTH. 
Toutefois, cet hypercorticisme ne résulte pas du développement de micronodules, mais d’une 
hyperplasie consécutive à la résurgence de la zone X (zone fœtale). Celle-ci est liée à une 
augmentation de la survie cellulaire, expliquée en partie par l'activation de mTORC1 
(mammalian Target Of Rapamycin Complex 1) (de Joussineau et al., 2014). Les cellules 
fœtales envahissent progressivement l'ensemble du cortex, induisant son atrophie. Les 
mécanismes induisant la régression du cortex chez ces animaux ne sont pas totalement 
élucidés mais pourraient aboutir à la sénescence des cellules corticales (de Joussineau et al., 
2012). Même si la formation de nodules n’est pas observée chez les souris AdKO, l’équipe a 
pu montrer que les nodules des patients présentent également des caractéristiques fœtales 
telles que l’expression de l’Inhibine α (Sahut-Barnola et al., 2010). L’ensemble de ces 
résultats met donc en évidence le caractère fœtal du PPNAD et démontre l’implication de 
mutations de PRKAR1A dans le développement de ces tumeurs chez les patients. Ces 
mutations sont observées chez 80% des patients présentant un syndrome de Cushing dans le 
cadre du complexe de Carney (Cazabat et al., 2006). Des analyses génétiques ont montré que 
les 20% de cas restants pouvaient être causés par des mutations dans les gènes codant les 
phosphodiestérases PDE8B et PDE11A, également impliquées dans l’inhibition de la 
signalisation AMPc/PKA (Almeida and Stratakis, 2010).  
 
b/ Hyperplasies macronodulaires bilatérales 
 Les hyperplasies macronodulaires bilatérales représentent moins de 1% des syndromes 
de Cushing endogènes (Lacroix, 2009). Dans ces hyperplasies, une diminution de l'expression 
des enzymes de la stéroïdogenèse est observée (Antonini et al., 2006). L'hypercorticisme ne 
peut donc résulter d'une augmentation de l'activité de stéroïdogenèse par unité cellulaire. Il 





semble plutôt causé par une augmentation importante du nombre de cellules stéroïdogènes 
(Lacroix, 2009).  
 Ces hyperplasies sont caractérisées par une expression anormale de récepteurs couplés 
aux protéines G. Ainsi, des récepteurs tels que le récepteur GIP (Gastric inhibitory 
polypeptide) normalement absent du cortex surrénalien, sont exprimés dans certaines de ces 
hyperplasies. Dans ce cas, la sécrétion de cortisol est dépendante de la prise alimentaire 
(Lacroix, 2009). D'autres récepteurs, comme le récepteur à la sérotonine ou les récepteurs β-
adrénergiques normalement présents dans le cortex, sont retrouvés surexprimés dans cette 
pathologie (Lacroix, 2009). Ces récepteurs ectopiques et eutopiques permettent la synthèse de 
cortisol en mimant la signalisation intracellulaire déclenchée par la liaison de l'ACTH à 
MC2R (Lacroix et al., 2010).  
 La nature bilatérale des hyperplasies macronodulaires suggérait l’existence d’une 
cause génétique sous-jacente. De récentes études de séquençage du génome entier de ces 
hyperplasies ont permis de mettre en évidence des mutations somatiques inactivatrices du 
gène ARMC5 (Armadillo repeat containing  5) (Assié et al., 2013). L’analyse par séquençage 
direct a mis en évidence des mutations inactivatrices dans 18 patients sur 33 (55%) (Assié et 
al., 2013). ARMC5 semble fonctionner comme un suppresseur de tumeurs classique. En effet, 
les altérations somatiques sont associées à des altérations germinales dans l’ensemble des 
patients testés (Assié et al., 2013). In vitro, l’inactivation de ARMC5 par des siARN conduit à 
une diminution d’expression des enzymes de la stéroïdogenèse, comme chez les patients 
(Assié et al., 2013). La surexpression de la protéine ARMC5 sauvage conduit à une apoptose 
cellulaire, alors que les formes mutantes trouvées chez les patients ont perdu cette capacité 
(Assié et al., 2013). Bien que les voies de signalisation mobilisées par ARMC5 ne soient pas 
caractérisées, il semble donc impliqué dans le contrôle de la stéroïdogenèse et dans 
l’induction de la mort cellulaire. Compte-tenu de la présence de répétitions Armadillo dans la 
protéine ARMC5, comme dans la β-caténine, l’existence d’interactions entre ces deux voies 
devra être recherchée. De même, il serait intéressant d’analyser les associations potentielles 
entre mutations de ARMC5 et expression ectopique de récepteurs couplés aux protéines G 
dans de plus larges cohortes de patients. 
 Jusqu'à présent, les hyperplasies macronodulaires bilatérales étaient considérées 
comme indépendantes de l'ACTH, car la production anormale de cortisol chez ces patients est 
associée à l'inhibition de la sécrétion d'ACTH par l'hypophyse. Ces hyperplasies étaient donc 





nommées AIMAH (ACTH Independent Macronodular Adrenal Hyperplasia). Des données 
récentes suggèrent que ces hyperplasies, bien qu’indépendantes de l'ACTH hypophysaire, 
sont dépendantes d’une production intra-surrénalienne de l’hormone corticotrope (Louiset et 
al., 2013). En effet, les auteurs détectent des ARNm POMC dans tous les échantillons 
d'hyperplasies macronodulaires analysées (26/26). Cette expression de POMC est associée à 
la présence d'ACTH dans des cellules sous-capsulaire du cortex et/ou dans les macronodules 
de tous les patients (25/25). Ces cellules ACTH positives expriment également l'enzyme 
prohormone convertase 1, qui permet de cliver la POMC en ACTH (Louiset et al., 2013). Des 
nodules de certains patients ont pu être mis en culture et traités avec les ligands des récepteurs 
ectopiques/eutopiques (GIP, sérotonine). Ceci induit une sécrétion d'ACTH et de cortisol 
(Louiset et al., 2013). Ainsi chez certains patients, la production de cortisol dans les 
hyperplasies macronodulaires semble à la fois contrôlée par des récepteurs 
ectopiques/eutopiques et par une production d'ACTH au niveau du cortex surrénalien (Louiset 
et al., 2013). Toutefois, l'accumulation des transcrits des enzymes de la stéroïdogenèse n'est 
pas augmentée dans les hyperplasies par rapport aux surrénales saines, alors même que 
l’ACTH est un puissant stimulateur de leur transcription (Louiset et al., 2013). Il reste donc à 
comprendre pourquoi cette production ectopique d'ACTH n'est pas associée à leur 
surexpression.  
 
B/ Les carcinomes cortico-surrénaliens 
 Les carcinomes cortico-surrénaliens (CCS) sont des tumeurs malignes rares avec une 
incidence de 0,5 à 2 nouveaux cas par an et par million chez l'adulte (Wajchenberg et al., 
2000). Les CCS surviennent à tous les âges mais plus fréquemment entre 40 et 50 ans. Un pic 
d'incidence est également présent chez l'enfant (Latronico and Chrousos, 1997).   
 Ces tumeurs sont agressives avec 80% des patients développant des métastases 
(Gicquel et al., 1997a). Elles sont donc associées à un mauvais pronostic avec un taux de 
survie à 5 ans compris entre 15 et 44% (Abiven et al., 2006; Icard et al., 2001). Celui-ci 
dépend du stade de la tumeur au moment du diagnostic (Fay et al., 2014). La présentation 
clinique la plus fréquente est le syndrome d'hypersécrétion hormonale. Les CCS sont 
sécrétants dans 45 à 70% des cas et produisent en excès majoritairement du cortisol et/ou des 
androgènes et plus rarement de l'aldostérone (Else et al., 2014). La découverte des CCS non 
sécrétants se fait de manière fortuite, suite à un examen d'imagerie sans lien, ou suite à des 
Figure 19 : Score de Weiss. 
Figure 20 : Classification ENSAT. 
Score Description 
I Tumeur localisée de moins de 5cm 
II Tumeur localisée de plus de 5cm 
III 
Quelle que soit la taille de la tumeur, présence de ganglions 
métastatiques et/ou d’une infiltration atteignant les organes de voisinage 
(tissu adipeux, veine cave, veine rénale)  
IV Quelle que soit la taille de la tumeur, présence de métastases à distance.  
Critères histologiques Poids du critère 
Grade nucléaire III ou IV 
Grade III : noyaux au contour 
irrégulier, diamètre de 20µm, 
nucléole apparent 
Grade IV : aspect proche du grade 
III, mais noyaux polylobés, 
chromatine hypercondensée 
1 
Weiss ≤ 2 : tumeur bénigne 
Weiss ≥ 3 : tumeur maligne 




Présence de mitoses atypiques 1 
Architecture diffuse 1 
Présence de nécrose 1 
Cellules claires ≤ 25% 1 
Invasion veineuse 1 
Invasion sinusoïdale 1 
Infiltration capsulaire 1 




douleurs abdominales. Au moment du diagnostic, les tumeurs sont généralement de tailles 
importantes, entre 10 et 13cm en moyenne, et la présence de métastases est détectée chez 25 à 
30% des patients (Else et al., 2014).  
  
1. Diagnostic 
  L'analyse histologique de la tumeur permet de discriminer un CCS d'un ACS. Cette 
analyse repose sur le Score de Weiss (Figure 19). Ce score prend en compte 9 critères 
histologiques et la présence de 3 de ces critères ou plus, définit un CCS (Lau and Weiss, 
2009). Toutefois une ambiguïté persiste pour des scores de 2 ou 3. D'autres analyses doivent 
donc être menées et notamment des analyses immunohistochimiques. Ainsi, l'analyse du 
marqueur de prolifération Ki67 peut permettre de distinguer un CCS d'une tumeur bénigne. 
Un index Ki67 supérieur à 5% n'est observé que dans les CCS. Toutefois certaines de ces 
tumeurs malignes présentent un index Ki67 plus faible, similaire à celui observé dans les ACS 
(Tissier, 2010). De plus une variabilité dans l'immunomarquage et le comptage existent entre 
les différents centres (Papotti et al., 2011). Toutefois, l'association de ce marquage avec 
l'évaluation du taux mitotique peut permettre un diagnostic dans les cas les moins évidents 
(Else et al., 2014) 
 Il existe également des critères pronostiques permettant de classer les CCS. La 
classification ENSAT (European Netwok for the Study of Adrenal Tmours) de 2008 définit 4 
stades reposant sur la taille de la tumeur et la présence de métastases (Figure 20) (Fassnacht et 
al., 2009). Ainsi, la survie spécifique à 5 ans est de 82% pour le stade I, 58% pour le stade II, 
55% pour le stade III et 18% pour le stade IV. D'après les données d’une cohorte de plus de 
400 patients, 14% des CCS sont détectés à un stade I, 45% à un stade II, 27% à un stade III et 
24% à un stade IV (Else et al., 2014). L'index Ki67, outre son rôle dans le diagnostic, 
représente également un facteur pronostique. En effet, un index égal ou supérieur à 7% est 
associé à une diminution de la survie sans récidive (Morimoto et al., 2008).  
 
2. Traitements 
 Actuellement, l'exérèse complète de la tumeur primaire est le seul traitement curatif du 
CCS. Une thérapie adjuvante au mitotane peut être nécessaire. Le mitotane est un dérivé 
d'insecticide (le DichloroDiphenylTrichloroethane ou DDT) ayant un effet cytostatique sur les 
Figure 21 : Représentation schématique de la régulation de p53. 
A/ En condition normale, la protéine p53 est rapidement dégradée. Elle est donc présente en faible 
quantité dans la cellule. Ceci est assuré par l’ubiquitine E3 ligase MDM2, qui cible sa dégradation par le 
protéasome. 
B/ Lors d’un stress (lésions à l’ADN, hypoxie), des protéines médiatrices de ce signal de stress permettent 
la stabilisation de p53 par phosphorylation (ATM, ATR, CHK2) ou par inhibition de MDM2 (p14ARF). 
La protéine p53 stabilisée peut alors activer la transcription de ses gènes cibles impliqués dans de 


























cellules cortico-surrénaliennes. Ce composé est toxique pour les cellules du cortex surrénalien 
et inhibe la stéroïdogenèse (Hescot et al., 2013; Lin et al., 2012). Une étude rétrospective a 
démontré l'efficacité du mitotane sur la survie globale et sans récidive des patients traités au 
mitotane après résection de la tumeur (Terzolo et al., 2007). L'efficacité de ce composé, 
nécessite d'obtenir une mitotanémie comprise entre 14 et 20 mg/L de plasma (Hermsen et al., 
2011). Cependant le mitotane étant associé à de nombreux effets secondaires, notamment 
neurologiques et digestifs (Allolio and Fassnacht, 2006), il peut être difficile d'atteindre les 
seuils efficaces de mitotanémie. Pour les CCS métastatiques, le mitotane est également 
employé. Toutefois, le taux de réponse objectif n'est que de 24% (De Francia et al., 2012). 
Une stratégie thérapeutique utilisant une combinaison d'etoposide, doxorubicine, cisplatine et 
du mitotane peut être utilisée chez les patients ayant un CCS avancé, dont la mitotanémie n'a 
pas atteint une concentration suffisante (Fassnacht et al., 2011). Toutefois, une étude sur une 
large cohorte a montré que le taux de réponse objective n'est que de 23,2% (35/151) avec une 
survie globale de 14,8 mois et une survie sans progression de 5 mois (Fassnacht et al., 2012). 
Il est donc nécessaire d'identifier les altérations conduisant au développement des CCS, afin 
de pouvoir développer des thérapies plus efficaces.  
 
3. Les altérations retrouvées dans les carcinomes cortico-surrénaliens 
 Les CCS ont une origine monoclonale, suggérant l'apparition d'une altération initiale 
dans une cellule, aboutissant au développement d'un carcinome (Beuschlein et al., 1994; 
Gicquel et al., 1994). Les CCS peuvent survenir dans le cadre de syndromes héréditaires, tels 
que le syndrome de Li-Fraumeni (CCS chez 6.5 à 10% des patients atteints (Else, 2012)) ou le 
syndrome de Beckwith-Wiedemann (SBW, développement de CCS chez 5% des patients 
(Elliott et al., 1994)), suggérant l’implication de p53 et IGF2 (Insulin-like Growth Factor 2)  
dans le processus de tumorigenèse. Différentes analyses moléculaires ont effectivement 
permis d'identifier des altérations dans le gène TP53, codant le suppresseur de tumeur p53, et 
des surexpressions du gène IGF2, codant le facteur de croissance IGF2,  dans les CCS 
sporadiques.  
 
Figure 22: Organisation de la région génomique 11p15.5 (locus IGF2) chez l’Homme. 
La région 11p15 est soumise à empreinte parentale et se divise en deux domaines.  
Dans le domaine 1, IGF2 est exprimé à partir de l’allèle paternel alors que H19 est exprimé à partir de 
l’allèle maternel. Ceci est du à des différences de méthylation du centre d’empreinte (Imprinting control 
region ou ICR) de cette région. ICR1 n’est pas méthylé au locus maternel et recrute les protéines CCCTC 
binding factor (CTCF), bloquant l’action des enhancers sur IGF2. Au locus paternel, ICR1 est méthylé et 
ne lie pas CTCF. Les enhancers peuvent alors activer la transcription de IGF2.  
Au niveau du domaine 2, le promoteur de LIT1 (ou KCNQ1OT1) est méthylé au locus maternel, bloquant 
son expression, et les gènes p57kip2 et KCNQ1 s’expriment à partir de ce locus. Au locus paternel, LIT1 
s’exprime et réprime l’expression de p57kip2 et KCNQ1. p57Kip2 code une protéine inhibitrice du cycle 
cellulaire. KCNQ1 code un canal potassique. 
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a/ Perte de p53  
 Le gène TP53, localisé au chromosome 17 (locus 17p13), code le suppresseur de 
tumeur p53. P53 est un facteur de transcription régulant un nombre très important de gènes 
permettant aux cellules de répondre à différents stress et altérations (Riley et al., 2008). Ainsi, 
p53 est un régulateur de nombreuses réponses cellulaires comme l'arrêt du cycle cellulaire, la 
réparation de l'ADN, la sénescence ou encore l'apoptose. En condition normale, la protéine 
p53 est présente en faible quantité et dispose d'une demi-vie courte. Cette régulation de p53 
est assurée par une ubiquitine E3 ligase, MDM2 (Murine Double Minute 2 oncogene) (Figure 
21A). MDM2 interagit avec p53 et permet sa translocation dans le cytoplasme 
(monoubiquitination) ou sa dégradation par le protéasome (polyubiquitination) (Lee and Gu, 
2010). Lors de dommages cellulaires ou après des lésions de l'ADN, p53 est stabilisé par 
phosphorylation ou inhibition de MDM2 (Figure 21B). p53 peut alors activer la transcription 
de nombreux gènes cibles impliqués dans différents processus cellulaires comme la réparation 
de l'ADN ou l'apoptose (Riley et al., 2008). 
 Une perte d'hétérozygotie au locus 17p13 est observée dans plus de 80% des CCS 
sporadiques mais dans moins de 15% des ACS (Gicquel et al., 2001; Soon et al., 2008). 
Toutefois, seulement 33% de ces CCS présentant une perte d'hétérozygotie au locus 17p13 
sont touchés par une mutation du gène TP53 (Libe et al., 2007). Dans l'ensemble des CCS, les 
mutations du gène TP53 sont retrouvées dans environ 16% de ces tumeurs (Assié et al., 2014; 
Ragazzon et al., 2010). Des analyses transcriptomiques ont permis de mettre en évidence une 
association entre les mutations TP53 et un sous-type de CCS agressifs (Ragazzon et al., 
2010). Ainsi, les altérations touchant p53 sont plutôt associées à des stades avancés et à un 
mauvais pronostic. Ces données suggèrent que p53 n'est pas un acteur majeur de l'initiation de 
la tumorigenèse cortico-surrénalienne mais qu’il agirait plutôt pour favoriser la progression et 
l'agressivité de ces tumeurs. 
 
b/ Surexpression de IGF2 
 La région génique (11p15.5) contenant le gène IGF2 est une région soumise à 
l'empreinte parentale (Figure 22). L'empreinte parentale est un mécanisme par lequel certains 
gènes sont exprimés à partir d’un seul des deux allèles, en fonction de son origine parentale. 
La région génomique 11p15.5 se divise en deux domaines contenant les gène IGF2, H19 
(code un ARN non traduit), KCNQ1 (code un canal potassique), LIT1 (code un long ARN 
Figure 23: Voie de signalisation de IGF2. 
IGF2 est un facteur de croissance pouvant se lier à deux récepteurs, IGFIR et IGFIIR. 
IGFIR est un récepteur tyrosine kinase. La liaison de IGF2 a ce récepteur induit l’autophosphorylation de 
la partie cytoplasmique du récepteur. Les résidus phosphorylés recrutent des protéines adaptatrices, IRS et 
Shc à leur tour phosphorylées. IRS recrute PI3K (p85/p110). PI3K convertit PIP2 en PIP3. PIP3 interagit 
avec PDK1 et AKT. Cette co-localisation permet à PDK1 de phosphoryler et d’activer AKT. AKT agit 
sur de nombreuses cibles pour favoriser la prolifération et inhiber l’apoptose.  
Shc va permettre le recrutement d’autres protéines adaptatices, Grb2/SOS qui vont activer Ras. Ras va 
permettre l’activation de la voie MAP Kinase, impliquée dans la prolifération.  
IGFIIR est un récepteur sans activité kinase. La liaison de IGF2 à ce récepteur induit sa dégradation par 































IGFBP-1 En concentration physiologique, stimule l’action de IGF1; en excès, inhibe les activités mitogènes de IGF1 et IGF2 
IGFBP-2 Effets stimulateurs sur la signalisation IGF mais aussi un effet inhibiteur sur la synthèse 
d’ADN induite par IGF2
IGFBP-3 Transporteur principal des IGF dans le sérum; potentialise les activités des IGF mais en excès peu avoir un effet inhibiteur. 
IGFBP-4 Inhibe l’action de IGF1 
IGFBP-5 Inhibe l’action de IGF1; peut s’associer à la matrice extracellulaire, ce qui diminue son 
affinité pour les IGF et donc peut permettre d’augmenter l’activité de la voie. 
IGFBP-6 Lie plus particulièrement IGF2. 
Figure 24: Les fonctions des IGFBPs. 
Les IGFBPs modulent l’action de IGF2. Six IGFBPs ont été identifiés. En se liant à IGF2, les IGFBPs 
peuvent augmenter la demi-vie de IGF2 ou diminuer sa disponibilité pour les récepteurs. Les IGFBPs 
peuvent également être associés avec la matrice extracellulaire et la surface cellulaire, augmentant  ou 
limitant la liaison de IGF2 aux récepteurs. D’après Chao and D’Armore 2008.   




non-codant) et P57Kip2 (code une protéine inhibitrice du cycle cellulaire). L'expression de ces 
gènes dépend de l'origine parentale des allèles. Ainsi IGF2 et LIT1 sont exprimés à partir de 
l'allèle paternel alors que H19, KCNQ1 et P57Kip2 sont exprimés à partir de l'allèle maternel. 
Cette régulation de l'expression résulte de méthylations différentielles des centres d'empreinte 
(Imprinting Control Region ou ICR) (Biliya and Bulla, 2010).  
 Chez l'Homme et la souris, IGF2 est exprimé dans la plupart des tissus au cours du 
développement puis son expression est réprimée rapidement après la naissance. Elle persiste 
dans le foie adulte et dans le plexus choroïde chez l'Homme et dans les tissus entourant le 
système nerveux central chez la souris (Engström et al., 1998). Dans la surrénale, au cours du 
développement, IGF2 est plus fortement exprimé dans l'ensemble du cortex alors que IGF1 
(Insulin-like Growth Factor 1) est restreint à la capsule (Else et al., 2014). L'expression de 
IGF2 diminue dans la surrénale adulte (Walczak and Hammer, 2014). Ainsi IGF2 agit plutôt 
sur le développement et la croissance fœtale, alors que IGF1 agit principalement en postnatal.  
 IGF2 est un facteur de croissance impliqué dans la prolifération cellulaire et 
l'inhibition de l'apoptose (Maki, 2010). La signalisation IGF2 passe par un récepteur tyrosine 
kinase de la famille des récepteurs à l'insuline, IGF-IR (Insulin-like Growth Factor I 
Receptor) (Figure 23). Outre IGF2, IGF-IR est également capable de lier IGF1. La liaison du 
ligand à IGF-IR induit le changement de conformation du récepteur, son autophosphorylation 
et le recrutement des protéines IRS (Insulin Receptor Substrat) et Shc. La phosphorylation de 
ces protéines par le récepteur permet le recrutement de Grb2/SOS et de PI3K 
(PhosphatidylInositol 3-Kinase), conduisant à l'activation des voies MAPK et PI3K/AKT 
(Samani et al., 2007). Les activités biologiques de IGF2 sont modulées par l'association avec 
des protéines comme IGF-IIR (Insulin-like Growth Factor II Receptor) ou par les IGFBP 
(Insulin-like Growth Factor Binding Protein). IGF-IIR est un récepteur transmembranaire qui 
intervient dans l'internalisation et la dégradation de IGF2, permettant donc la régulation de la 
concentration de IGF2 circulant (Hassan, 2003). Comme IGF2, IGF-IIR est un gène soumis à 
l'empreinte. Cependant à l'inverse de IGF2, IGF-IIR est préférentiellement exprimé à partir de 
l'allèle maternel (Bergman et al., 2013). Six IGFBP ont été identifiés, chacun liant les IGF1 et 
2 avec une affinité plus importante que IGF-IR. Chaque IGFBP présente un profil 
d'expression et des activités de modulation des IGF1 et 2 distincts (Figure 24). Les IGFBP 
sont donc d'importants modulateurs de l'action et de la disponibilité de IGF1 et de IGF2 (Chao 
and D’Amore, 2008; Clemmons, 1997).  





 L'analyse des profils d'expression génique dans les tumeurs cortico-surrénaliennes a 
montré que IGF2 était surexprimé dans 80 à 90% des CCS sporadiques (Gicquel et al., 1997b; 
Giordano et al., 2003) mais dans moins de 10% des ACS (Gicquel et al., 1997b). Cela fait de 
IGF2 un excellent marqueur de diagnostic des CCS (Soon et al., 2009a). Cette surexpression 
de IGF2 dans les CCS sporadiques est causée par une perte de l'allèle maternel avec 
duplication de l'allèle paternel (unidisomie uniparentale paternelle), mais aussi par des 
modifications du profil d'empreinte (Gicquel et al., 1997b; Ragazzon et al., 2011). Outre 
IGF2, d'autres composants du système IGF peuvent être altérés dans les tumeurs cortico-
surrénaliennes. IGF-IR est ainsi retrouvé surexprimé dans les CCS (Weber et al., 1997). A 
l'inverse, une perte d'hétérozygotie est observée au locus IGF-IIR dans les tumeurs cortico-
surrénaliennes. Cette altération est présente dans 58% des CCS analysés, contre 9% des 
tumeurs bénignes (Leboulleux et al., 2001). Une accumulation plus importante de la protéine 
IGFBP2 est également retrouvée dans les CCS, sans augmentation des transcrits IGFBP2, 
suggérant une régulation post-traductionnelle (Boulle et al., 1998). Les conséquences d'une 
augmentation de IGFBP2 ont été analysées in vitro. Dans des cellules tumorales cortico-
surrénaliennes murines Y1, une surexpression de IGFBP2 entraine une augmentation de la 
prolifération et de la clonogénicité de ces cellules (Hoeflich et al., 2000). Ainsi IGF2 et 
d'autres acteurs de la signalisation IGF sont altérés dans les CCS, suggérant un rôle de cette 
voie de signalisation dans la tumorigenèse cortico-surrénalienne. Conformément à cette 
hypothèse, des antagonistes de IGF-IR induisent une diminution de la prolifération des 
cellules cortico-surrénaliennes humaines H295R en culture et en xénogreffes (Barlaskar et al., 
2009).  
 Le SBW est un syndrome de surcroissance embryonnaire caractérisé par des 
remaniements chromosomiques et des modifications d'empreinte parentale au locus 11p15.5 à 
l'origine de la surexpression de IGF2. Des modèles animaux ont été développés pour 
reproduire une surexpression de IGF2, afin de comprendre son implication dans le SBW. Des 
souris transgéniques ayant intégré un transgène permettant une surexpression de Igf2, sous le 
contrôle de ses propres régions régulatrices (augmentation de 2 à 3 fois) présentent de 
nombreuses altérations retrouvées dans le SBW (Sun et al., 1997). Toutefois ces souris ne 
développent pas de tumeurs. Dans un modèle murin présentant une inactivation de H19 
(permettant une expression bi-allélique de Igf2) et une inactivation de Igf-IIR, les taux de Igf2 
dans les tissus sont 7 fois plus élevés (Eggenschwiler et al., 1997). Ces animaux présentent la 
plupart des caractéristiques du SBW, mais ne survivent pas au delà de E17.5 et l'apparition de 





tumeurs n'a pas été montrée (Eggenschwiler et al., 1997). Un autre modèle de surexpression 
de IGF2 a été établi, dans lequel l'ADNc humain de IGF2 est placé sous le contrôle du 
promoteur du gène Pepck. Ces souris présentent une augmentation du poids des surrénales 
avec une hyperplasie de la zone fasciculée, mais ne développent pas de tumeurs (Weber et al., 
1999). L'ensemble de ces résultats suggère que la surexpression de IGF2 n'est pas un 
évènement initiateur, mais qu'elle pourrait participer à la progression tumorale cortico-
surrénalienne en présence d'autres altérations.  
 
 En conclusion, l’inactivation de p53 et la surexpression de IGF2, retrouvées dans les 
CCS ne semblent pas initier le développement tumoral cortico-surrénalien. D'autres 
altérations doivent donc être à l'origine du développement de ces tumeurs. L'activation 
constitutive de la voie Wnt/β-caténine, mise en évidence chez les patients présentant des 
tumeurs cortico-surrénaliennes bénignes et malignes (Bonnet et al., 2011; Gaujoux et al., 















Figure 25: Représentation schématique de la β-caténine, de ses sites d’interaction et de 
phosphorylations. 
La β-caténine est une protéine multifonctionnelle intervenant dans l’adhésion cellulaire et dans la voie 
Wnt canonique. Elle se compose d’un domaine N-terminal et C-terminal et de 12 répétitions Armadillo. 
La β-caténine interagit avec de nombreux partenaires, représentés sur la schéma par les traits colorés. Elle 
intervient dans l’adhésion cellulaire en interagissant avec la α-caténine et la E-cadhérine. La β-caténine 
est la cible de nombreuses phosphorylations. La phosphorylation de la tyrosines 142 par des tyrosines 
kinases (Fer, Fyn ou Met) induit la perte d’interaction avec la α-caténine. La phosphorylation de la 
tyrosine 654 par la kinase src provoque la perte de la liaison à la E-cadhérine. Ces deux phosphorylations 
(pY142 et pY654) sont donc impliquées dans le recrutement de la β-caténine membranaire afin qu’elle 
intervienne dans la voie Wnt canonique. Dans la signalisation Wnt canonique, la β-caténine 
cytoplasmique, en absence d’activation de la voie, est maintenue à un faible niveau par le complexe de 
destruction (APC, Axin, GSK3β, CK1 et WTX1). Au sein de ce complexe la β-caténine est phosphorylée 
sur sa sérine 45 (pS45) par CK1, permettant à GSK3β de phosphoryler les sérines 33 et 37 (pS33 et pS37) 
et la thréonine 41 (pT41). Ces phosphorylations induisent la dégradation de la β-caténine par le 
protéasome. D’autres phosphorylations peuvent moduler l’activité de la β-caténine. La phosphorylation 
des sérines 191 et 605 (pS191 et pS605) par JNK2 favorise la translocation nucléaire de la β-caténine. La 
kinase AKT peut également phosphoryler la β-caténine sur sa sérine 552 (pS552) augmentant l’activité de 
la β-caténine. La signalisation PKA induit la phosphorylation des sérines 552 et 675 (pS552 et pS675), 
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V. LA VOIE DE SIGNALISATION WNT/β-CATENINE 
 La voie de signalisation Wnt/β-caténine est contrôlée par les ligands glycoprotéiques 
Wnt et repose sur l'activité de la β-caténine. Cette signalisation est impliquée dans de 
nombreux processus cellulaires tels que la prolifération ou la différenciation (MacDonald et 
al., 2009). Il existe trois voies de signalisation Wnt, deux voies non-canoniques 
(indépendantes de la β-caténine) et la voie canonique (Niehrs, 2012).  
 1) La voie de la polarité planaire cellulaire (Planar Cell Polarity ou PCP) est impliquée 
dans l’établissement de la polarité des cellules et notamment dans le processus d'extension 
convergence lors de la gastrulation (Gao, 2012). La voie PCP met en jeu les ligands Wnt, le 
récepteur Frizzled, des GTPases et la signalisation JNK (Jun N-terminal Kinase) pour le 
contrôle de la dynamique du cytosquelette et de la polarité (Gao, 2012).  
 2) La voie Wnt/Ca+ est impliquée entre autres, dans la migration cellulaire et 
l'extension convergence. Au cours de la gastrulation et de la formation du tube neural, cette 
voie de signalisation agit en parallèle de la voie PCP, par sa capacité à activer des 
modulateurs d'actine (Clark et al., 2012).  
 3) La voie canonique Wnt/β-caténine implique la stabilisation de la β-caténine et la 
régulation transcriptionnelle de ses gènes cibles. Cette voie de signalisation est également 
impliquée dans le développement embryonnaire et dans le renouvellement des tissus (Clevers, 
2006). Des dérégulations de cette signalisation peuvent aboutir au développement de 
nombreux cancers (Polakis, 2000). Pour la suite, seule cette voie sera détaillée. En effet, 
parmi les voies de signalisation Wnt, la voie canonique dépendante de la β-caténine est celle 
qui est le plus fréquemment impliquée dans le développement tumoral.  
 La β-caténine est une protéine multi-fonctionnelle, intervenant dans la signalisation 
Wnt canonique et dans l'adhésion cellulaire par interaction avec la E-cadherine et le 
cytosquelette d'actine. Elle contient un domaine central composé de 12 répétitons Armadillo, 
servant de plateforme d'interaction pour ses multiples partenaires (Figure 25) (Zhurinsky et 
al., 2000). Le domaine N-terminal de la β-caténine possède des sites multiples de 
phosphorylation  permettant de réguler son activité, alors que le domaine C-terminal est un 
domaine transactivateur (Clevers and Nusse, 2012). Au vu de ses deux fonctions, la β-
caténine est présente au niveau de la membrane plasmique dans les jonctions adhérentes mais 
Figure 26: La signalisation Wnt/β-caténine en absence de ligand Wnt. 
En absence de ligand, la β-caténine cytoplasmique est maintenue à un faible niveau grâce au complexe de 
destruction composé de GSK3β, CK1, APC, Axine et WTX1. Au sein de ce complexe, la β-caténine est 
phosphorylée sur sa sérine 45 par CK1, permettant la phosphorylation des sérines 33 et 37 et de la 
thréonine 41 par GSK3β. Ces phosphorylations permettent à l’ubiquitine E3 ligase β-TrCP de reconnaitre 
la β-caténine et de cibler sa dégradation par le protéasome. L’absence d’accumulation de β-caténine limite 
sa translocation nucléaire. Dans ce contexte, les facteurs de transcription LEF/TCF, présents sur les 
promoteurs des gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine, sont associés aux répresseurs transcriptionnels de 
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également dans le cytoplasme et le noyau. Au niveau des jonctions adhérentes, la β-caténine 
interagit avec la α-caténine et la E-cadhérine. Ce pool de β-caténine est relativement stable. A 
l'inverse, la β-caténine libre dans le cytoplasme est rapidement dégradée (Valenta et al., 
2012). Des échanges entre ces deux réserves de β-caténine existent (Valenta et al., 2012). En 
effet des phosphorylations de certains résidus (tyrosines 142 et 654) ont été impliquées dans 
le recrutement de la β-caténine membranaire, afin qu'elle intervienne dans la voie canonique 
(Brembeck et al., 2006). La diminution d'expression de E-cadherine par siARN dans des 
cellules humaines de carcinome colorectal induit une augmentation de l'activité 
transcriptionnelle de la β-caténine, suggérant un relargage de la β-caténine de la membrane 
plasmique et sa mise à disposition pour l’activation transcriptionnelle. Cependant ceci n'est 
pas observé dans des cellules fibroblastiques (Kuphal and Behrens, 2006). Le recrutement de 
la β-caténine des jonctions adhérentes en réponse à la perte de la E-cadhérine pourrait donc 
dépendre du type cellulaire et probablement de l'activité du complexe de destruction (voir 
chapitre V.A/1.) (Kuphal and Behrens, 2006). 
 
A/ Description de la signalisation Wnt/β-caténine 
1. En absence de ligand Wnt 
 En absence de ligand extracellulaire Wnt, le pool de β-caténine cytoplasmique est 
maintenu à un faible niveau grâce au complexe de destruction. Ce complexe se compose de 
deux serine/thréonine kinases GSK3β (Glycogen Synthase Kinase 3β) et CK1 (Casein Kinase 
1) et de trois suppresseurs de tumeurs APC (adenomatous polyposis coli), Axine et WTX1 
(Wilms Tumour gene on the X chromosome 1). L'axine sert de plateforme d'interaction, en 
interagissant avec la β-caténine et les autres acteurs du complexe (Clevers and Nusse, 2012). 
APC interagit avec la β-caténine et l'axine et est indispensable au fonctionnement du 
complexe de destruction, mais sa fonction dans celui-ci n’est pas encore complètement 
caractérisée (Clevers and Nusse, 2012). Au sein du complexe, la β-caténine est phosphorylée 
par CK1 sur sa sérine 45, permettant à GSK3β de phosphoryler les résidus serine 33, 37 et 
thréonine 41 localisés dans la partie N-terminale (Liu et al., 2002). Ces phosphorylations 
assurent la reconnaissance de la β-caténine par une ubiquitine E3 ligase, la β-TrCP (β-
Transduction repeat Containing Protein) et sa dégradation par le protéasome (Figure 26) 
(Aberle et al., 1997). En limitant l'accumulation de la β-caténine dans le cytoplasme, cette 





régulation limite la translocation nucléaire de la β-caténine et donc l'activation de la 
transcription de ses gènes cibles. Dans le noyau, les facteurs de transcription LEF et TCF sont 
présents sur les promoteurs des gènes cibles de la voie, mais sont associés aux répresseurs 
transcriptionnels de la famille Groucho/TLE (Transducin-Like Enhancer of split) qui recrutent 
des histones déacétylases (HDAC), conduisant donc à une répression transcriptionnelle des 
gènes (Figure 26) (Brantjes et al., 2001; Cavallo et al., 1998; Roose et al., 1998).  
 
2. Activation de la voie Wnt/β-caténine 
 L'activation de la voie est induite par la liaison du ligand sécrété Wnt au récepteur à 
sept domaines transmembranaires Fz (Frizzled) et au co-récepteur LRP5/6 (LDL-Receptor 
Protein 5/6).  
 
a/ Les ligands Wnt et les récepteurs Frizzled et LRP 
 Dix neuf gènes codant les ligands Wnt ont été identifiés chez les mammifères (Miller, 
2002). Les ligands Wnt sont des glycoprotéines sécrétées, pouvant subir des modifications  
post-traductionnelles (Kikuchi et al., 2011). Des résidus asparagines de Wnt3a et de Wnt5a 
sont glycosylés et des mutations de ces résidus, empêchant la glycosylation, sont à l'origine de 
défauts de sécrétion de ces ligands (Komekado et al., 2007; Kurayoshi et al., 2007). 
Néanmoins in vitro, les ligands dépourvus de glycosylation conservent leur capacité de 
signalisation (Komekado et al., 2007; Kurayoshi et al., 2007). Cette modification post-
traductionnelle est donc nécessaire à la sécrétion mais pas à l'activité de ces ligands. Ces 
ligands sont également modifiés par ajout d'un acide palmitique sur un résidu cystéine 
(Kikuchi et al., 2011). La perte de cette modification induit des altérations dans la liaison des 
ligands à leurs récepteurs, notamment pour Wnt3a et Wnt5a (Kurayoshi et al., 2007; Takada 
et al., 2006; Willert et al., 2003). Les protéines Wnt ont d'abord été classées en deux 
catégories selon leur capacité à induire la stabilisation de la β-caténine : les Wnt canoniques et 
les Wnt non-canoniques. Ainsi la surexpression de Wnt1, Wnt3a et Wnt8 induit le 
développement d'un second axe dorso-ventral dans l'embryon de xénope, processus dépendant 
de la voie Wnt/β-caténine, et un changement de morphologie des cellules épithéliales 
mammaires de souris, accompagné de la stabilisation de la β-caténine, alors que les ligands 
Wnt5a et Wnt11 ne présentent pas ces effets (Du et al., 1995; Fagotto et al., 1997; Shimizu et 
Figure 27: La signalisation Wnt/β-caténine en présence du ligand Wnt. 
La liaison du ligand Wnt aux co-récepteurs LRP5/6 et Frizzled induit le recrutement de la protéine 
Dishevelled (Dvl) au domaine cytoplamique de Frizzled. L’activation de la voie entraine également la 
phosphorylation de la queue cytoplasmique de LRP5/6 par CK1 et GSK3β. Ceci induit le recrutement de 
l’axine à LRP5/6. Le complexe de destruction est alors séquestré à la membrane plasmique. La β-
caténine, peut alors s’accumuler dans le cytoplasme et transloque dans le noyau. Là, elle interagit avec les 
facteurs de transcription LEF/TCF et recrute différents co-activateurs (CBP, BCL9) pour permettre la 






















al., 1997). En revanche la surexpression de Wnt5a ou Wnt11 est associée au processus 
d'extension convergence lors de la gastrulation chez le xénope et le poisson zèbre, 
indépendamment de la β-caténine (Heisenberg et al., 2000; Wallingford et al., 2001). D'après 
ces données Wnt1, Wnt3a et Wnt8 seraient donc des ligands canoniques, alors que Wnt5a et 
Wnt11 seraient classés comme ligands non-canoniques. Toutefois d'autres études ont mis en 
évidence que certains Wnt agissent aussi bien en tant que ligands canoniques que non-
canoniques et que l'action de ces ligands serait dépendante du récepteur. En effet, l'expression 
de Wnt5a ou Wnt11 fusionnés au récepteur Fz5 induit un second axe dans l'embryon de 
xénope et active un système rapporteur de l'activité transcriptionnelle de la β-caténine dans 
des cellules de rein embryonnaire humain HEK-293T (Holmen et al., 2002). Ces résultats sont 
confirmés par une autre étude, où Wnt5a est capable d'activer la β-caténine en présence du 
récepteur Fz4 et de LRP5, en culture cellulaire (Mikels and Nusse, 2006). Ainsi les protéines 
Wnt pourraient agir sur les voies non-canoniques ou sur la voie canonique en fonction des 
récepteurs mis en jeu (van Amerongen et al., 2008).  
 Les ligands Wnt interagissent avec un récepteur hétérodimérique constitué d'un 
récepteur Fz et d'un co-récepteur LRP5/6. Dix gènes Frizzled sont présents chez les 
mammifères, codant les récepteurs Fz1 à Fz10 qui sont des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires. La partie N-terminale extracellulaire contient un domaine riche en 
cystéine (Cysteine-Rich Domain ou CRD), permettant l'interaction avec les protéines Wnt 
(Bhanot et al., 1996; Dann et al., 2001). Dans la partie intracellulaire en C-terminal, les 
récepteurs Fz comportent un domaine PDZ permettant l'interaction avec d'autres protéines et 
notamment avec la protéine Dishevelled (Dvl) (Wong et al., 2003).  
 
b/ Liaison du ligand aux récepteurs 
  La liaison du ligand Wnt à ses récepteurs LRP5/6 et Fz déclenche une série de 
mécanismes moléculaires aboutissant à la déstabilisation et à l'inhibition du complexe de 
destruction (Figure 27). La formation de ce complexe permet le recrutement de la protéine 
Dvl au niveau du domaine cytoplasmique de Fz (Wong et al., 2003). L'activation de la voie 
passe par le recrutement de l'Axine au domaine cytoplasmique de LRP (Mao et al., 2001). 
Ceci nécessite la phosphorylation de certains résidus du domaine intracellulaire de LRP, 
effectuée par CK1 et GSK3β (Davidson et al., 2005; Zeng et al., 2005). Le complexe de 
destruction se retrouve ainsi séquestré au niveau de la membrane plasmique, par le 
Figure 28: Import et export nucléaire.  
A/ Dans le cytoplasme, les protéines possédant un signal de localisation nucléaire (NLS) s’associent avec 
les importines α  et β  (Impα  et Impβ). L’importine β permet le passage à travers le pore nucléaire par 
interaction avec les motif FG (répétitions d’acides aminés phénylalanine et glycine) des nucléoporines 
(Nups, les protéines constituant le pore nucléaire). Une fois dans le noyau, le complexe Protéine-Impα-
Impβ se dissocie en présence de RanGTP.  
B/ Dans le noyau, la protéine possédant un signal d’export nucléaire (NES) s’associe avec 
CRM1(Chromosome Region Maintenance 1, le récepteur d’export) en présence de RanGTP. CRM1, en 
interagissant avec les Nups, assure le transport de la protéine du noyau vers le cytoplasme. Le complexe 
se dissocie dans le cytoplasme où RanGTP est hydrolysé en RanGDP.  
C/ La β-caténine étant dépourvu de NLS et NES, elle ne peut interagir avec les importines et exportine 
pour son transport nucléo-cytoplamsique. La β-caténine, par l’intermédiaire de certains de ses domaines 
Armadillo, interagit directement avec les motifs FG des protéines Nups du pore nucléaire, lui permettant 
de passer du cytoplasme vers le noyau et inversement.  
RanGEF : Ran Guanine nucleotide Exchange Factor ; RanGAP : Ran GTPase Activating Protein. 








































recrutement de l'Axine à LRP. La β-caténine n'est donc plus phosphorylée et dégradée, elle 
s'accumule dans le cytoplasme et peut entrer dans le compartiment nucléaire pour permettre 
l'expression de ses gènes cibles. D'autres modèles d'inactivation du complexe de destruction 
en réponse au ligand Wnt ont été décrits (Li et al., 2012). Il a été proposé que l'interaction de 
l'axine avec LRP conduise à sa dégradation (Tolwinski et al., 2003). La liaison des ligands 
Wnt pourrait également être à l'origine de l'inhibition de l'activité kinase de GSK3β (Taelman 
et al., 2010; Wu et al., 2009). 
 
c/ Import et export nucléaire de la β-caténine 
 Une fois stabilisée, la β-caténine doit passer dans le noyau afin d'assurer la 
transcription de ses gènes cibles. L'import et l'export nucléaire de la plupart des molécules 
ayant un poids moléculaire supérieur à 40KDa nécessite un transport actif assuré par des 
récepteurs de type importine et exportine (Figure 28). Toutefois, la β-caténine ne possédant 
pas de signal de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization Signal), elle ne peut se lier 
aux importines qui assurent normalement l’entrée des protéines au travers des pores 
nucléaires (Nuclear Pore Complexes ou NCP), composés de nucléoporines (Nups) (Jamieson 
et al., 2014). En effet, il a été démontré que la β-caténine, via certains de ses domaines 
Armadillo, interagit directement avec les motifs FG (répétitions d'acides aminés 
phénylalanine et glycine) des protéines Nups du NCP, lui permettant de passer d'un 
compartiment à l'autre (Figure 28) (Sharma et al., 2012). Ce transport semble modulé par des 
modifications post-traductionnelles de la β-caténine. Ainsi, Sharma et ses collaborateurs ont 
utilisé une β-caténine mutée pour la tyrosine 654 (Y654), présentant soit une mutation 
phospho-mimétique (Y654E), soit une mutation phospho-inactive (Y654P). Ces deux formes 
présentent un import nucléaire augmenté par rapport à la forme non-mutée (Sharma et al., 
2012). Cette tyrosine doit donc jouer un rôle dans le contrôle du trafic nucléo-cytoplasmique 
de la β-caténine. La phosphorylation de ce résidu Y654 a également été impliquée in vivo 
dans l'augmentation de l'activité de la voie Wnt/β-caténine (van Veelen et al., 2011). 
Toutefois, l'augmentation de l'accumulation nucléaire de la β-caténine n'est réellement mise 
en évidence que lorsque Apc est également muté. Ainsi la β-caténine portant un résidu 
phospho-mimétique en position 654 se déplace plus facilement du cytoplasme vers le noyau. 
Toutefois ceci nécessite que le complexe de destruction soit altéré (van Veelen et al., 2011). 
La régulation du transport de la β-caténine peut aussi mettre en jeu la phosphorylation d'autres 
Figure 29: Import et export nucléaire de la β-caténine par certains de ses partenaires.   
A/ FoxM1 possède un signal de localisation nucléaire lui permettant de d’entrer dans le noyau par le 
système des importines. FoxM1 est également capable d’interagir avec la β-caténine et de la transporter 
dans le noyau par ce mécanisme.  
B/ APC possède une séquence d’export nucléiare, lui permettant de sortir du noyau grâce au récepteur 
d’export CRM1. En s’associant à la β-caténine nucléaire, APC permet de l’exporter dans le cytoplasme.  
C/ La protéine RanBP3 peut se lier à la β-caténine et l’exporter hors du noyau par un mécanisme 

































résidus. En effet, la phosphorylation des sérines 191 et 605 de la β-caténine par JNK2, dont 
l'activation est induite par Wnt3a, peut aussi favoriser son transport nucléaire (Wu et al., 
2008).  
 D'autres protéines peuvent intervenir dans le transport nucléo-cytoplasmique de la β-
caténine. Ainsi, il a été démontré que, dans des cellules gliales humaines, le facteur de 
transcription FoxM1(Forkhead box protein M1) permet l’entrée de la β-caténine dans le 
noyau, en réponse au ligand Wnt3a (Zhang et al., 2011). L'inhibition de FoxM1 par des 
shARN induit une diminution de l'accumulation nucléaire de la β-caténine. FoxM1 interagit 
directement avec les domaines Armadillo 11 et 12 de la β-caténine et son NLS est nécessaire 
au transport nucléaire du complexe FoxM1 et β-caténine (Figure 29A) (Zhang et al., 2011). 
D'autres facteurs, comme le récepteur des androgènes AR peuvent aussi permettre le transport 
nucléaire de la β-caténine (Mulholland et al., 2002). Dans ce contexte, le transport nucléaire 
de la β-caténine s’effectue par le système des transporteurs importines grâce à l’association à 
d'autres protéines présentant un NLS. 
 L'export de la β-caténine peut également mettre en jeu d'autres protéines telles que 
APC et RanBP3 (Ran Binding Protein 3). En effet APC possède des séquences d'import et 
d'export nucléaire lui permettant de naviguer entre le noyau et le cytoplasme grâce aux 
importines et au récepteur d'export CRM1 (Chromosome Region Maintenance 1) (Neufeld et 
al., 2000a; Zhang et al., 2000). Dans le noyau, APC est capable d'interagir avec la β-caténine 
et de l'exporter hors de ce compartiment grâce au CRM1  (Figure 29B) (Henderson, 2000; 
Neufeld et al., 2000b). RanBP3 interagit directement avec la β-caténine dont il stimule la 
sortie hors du noyau, indépendamment de CRM1  (Figure 29C) (Hendriksen et al., 2005). Son 
activité peut être modulée par des voies de signalisation telles que les voies PI3K/AKT et 
Ras/ERK  (Yoon et al., 2008). Ceci pourrait permettre une modulation de l’activité de la β-
caténine, en fonction du statut d’activation de ces voies. 
 En conclusion, la régulation du trafic nucléo-cytoplasmique de la β-caténine met donc 
en jeu de nombreux mécanismes et acteurs. Ces différents processus de transport sont 
probablement dépendants du type cellulaire et de l'expression des différents facteurs 
impliqués. Ces différents mécanismes pourraient assurer un niveau de régulation 
supplémentaire de l'activité de cette voie de signalisation.  
 





d/ Activités nucléaires de la β-caténine  
 Une fois dans le noyau, la β-caténine peut permettre la transcription des gènes cibles 
de la voie. Ne possédant pas de domaine de liaison à l'ADN, la β-caténine interagit avec les 
facteurs de transcription LEF/TCF, associés aux promoteurs des gènes cibles. La liaison de la 
β-caténine à ces facteurs permet de déplacer les co-répresseurs Groucho associés à LEF/TCF 
en absence d'activation de la voie Wnt (Daniels and Weis, 2005). Associée à LEF/TCF, la β-
caténine recrute alors différents co-activateurs tels que CBP/p300 et BCL9/Pygo pour 
permettre la transcription des gènes (Mosimann et al., 2009).  
 Les facteurs de transcription LEF/TCF sont les principaux partenaires de la β-caténine 
dans le noyau (Valenta et al., 2012). Cependant cette dernière peut interagir avec d'autres 
facteurs de transcription pour initier l'expression de gènes, notamment avec des récepteurs 
nucléaires. Ainsi, le récepteur des androgènes AR et le récepteur des rétinoïdes RAR ont été 
décrits comme des partenaires de la β-caténine dans le noyau (Easwaran et al., 1999; 
Mulholland et al., 2003). Cette interaction avec ces récepteurs nucléaires induit une 
compétition avec les facteurs de transcription LEF/TCF pour la β-caténine nucléaire et donc 
lors de l'activation de ces récepteurs par leur ligand respectif, une diminution de la 
transcription des gènes dépendants de LEF/TCF est observée (Easwaran et al., 1999; 
Mulholland et al., 2002). Le récepteur nucléaire Sf1, essentiel au développement surrénalien 
et à la stéroïdogenèse, est également un partenaire de la β-caténine. En effet ces deux acteurs 
agissent en synergie pour la transcription de gènes cibles de Sf1 tels que Inhibine α et  LHβ 
(Luteinizing Hormone Beta) (Gummow et al., 2003; Salisbury et al., 2007). L'inhibition de 
Sf1 par ARN interférence dans des cellules H295R induit une augmentation de la 
transcription des gènes LEF/TCF dépendants AXIN2 et CCND2 (Ehrlund et al., 2012). Ces 
données laissent supposer que Sf1 agit comme les récepteurs nucléaires AR et RAR, en 
rentrant en compétition avec les facteurs LEF/TCF pour lier la β-caténine. La β-caténine peut 
également avoir un impact négatif sur l'expression de certains gènes Sf1 dépendants. En effet, 
dans des cellules ATC7L, l'activation de la voie Wnt/β-caténine conduit à une diminution de 
l'expression de plusieurs gènes cibles de Sf1 (StAR, Cyp11a1, Mc2r) (Walczak et al., 2014). 
Dans ce contexte, l'activation de la voie Wnt/β-caténine pourrait induire une séquestration de 
Sf1 au niveau de certains gènes, tout en bloquant le recrutement de ce facteur de transcription 
au niveau d'autres gènes cibles (Walczak et al., 2014). Ainsi l'expression des gènes Sf1 





dépendants et Lef/Tcf/β-caténine-dépendants pourrait être modulée en fonction du contexte 
cellulaire.  
 La β-caténine peut également agir comme un répresseur transcriptionnel. Ceci a 
notamment été mis en évidence dans des cellules de mélanome où la β-caténine réprime 
l'expression de p16INK4a, un inhibiteur du cycle cellulaire, par interaction directe avec des 
sites Lef/Tcf du promoteur de ce gène (Delmas et al., 2007). Les mécanismes à l'origine de 
cette répression de la transcription ne sont pas encore bien établis, mais quelques données 
chez la drosophile impliquent le recrutement de répresseurs (Bauer et al., 2000; Valenta et al., 
2012; Weiske et al., 2007).  
 
3. Les modulateurs de la voie Wnt/β-caténine 
 La voie Wnt/β-caténine peut être modulée par différentes protéines agissant en tant 
qu'inhibiteurs ou à l'inverse comme modulateurs positifs de la voie (Cruciat and Niehrs, 
2013).  
 
a/ Les antagonistes de la voie Wnt/β-caténine 
 Les antagonistes de la signalisation Wnt/β-caténine peuvent être classés en deux 
catégories, en fonction de leur action sur les ligands Wnt ou sur les récepteurs de la voie 
(Kawano and Kypta, 2003).  
 Les SFRP (Secreted Frizzled-Related Protein) possèdent un domaine homologue au 
domaine CRD du récepteur Fz, leur permettant d'interagir avec les ligands Wnt. En revanche 
ces protéines sont sécrétées et ne possèdent pas de domaine transmembranaire (Bovolenta et 
al., 2008). Le mode d'action de ces inhibiteurs passe donc par la liaison du ligand afin de 
bloquer son interaction avec les récepteurs Fz et LRP5/6, empêchant l'activation de la voie 
Wnt/β-caténine (Figure 30A) (Lin et al., 1997).  Du fait de leur action inhibitrice sur la 
signalisation β-caténine, les SFRP peuvent agir comme des suppresseurs de tumeurs. Ainsi, la 
perte ou la diminution d'expression des SFRP est observée dans divers cancers et associée à 
l'activation de la voie β-caténine (Bovolenta et al., 2008; Elston et al., 2008; Nojima et al., 
2007; Suzuki et al., 2008). Toutefois certains des SFRP ne présentent pas systématiquement 
un effet répresseur de la voie Wnt/β-caténine. En effet, dans des cellules d'adénocarcinome 
Figure 30: Les antagonistes de la voie Wnt/β-caténine.  
A/ Les Sfrp possèdent un domaine homologue au domaine CRD du récepteur Frizzled, responsable de 
l’interaction avec les ligands Wnt. L’association Sfrp-Wnt empêche la liaison du ligand à ses co-
récepteurs et donc l’activation de la voie Wnt/β-caténine.  
B/ Deux modes d’action ont été décrits pour les inhibiteurs Dkk. Les Dkk, en interagissant avec le 
récepteur LRP5/6, empêchent la formation du complexe Frizzled-Wnt-LRP et donc l’activation de la 
signalisation β-caténine (panneau de gauche). Les Dkk peuvent, en plus de LRP5/6, interagir avec une 
protéine transmembranaire Kremen. Ce complexe est ensuite internalisé, bloquant la voie Wnt/β-caténine 
(panneau de droite).  
C/ ZNRF3 et RNF43 sont des ubiquitines E3 ligases responsables de l’ubiquitination du récepteur 

























mammaire humain, l'expression de Sfrp2 favorise l'accumulation de la β-caténine et augmente 
la résistance à l'apoptose, alors que SFRP1 diminue la stabilité de la β-caténine et stimule la 
mort cellulaire (Melkonyan et al., 1997). Ainsi certains SFRP pourraient agir plutôt 
positivement sur la voie Wnt canonique. Ceci pourrait passer en outre par la capacité des 
SFRP à favoriser la diffusion des ligands Wnt. En effet, chez le xénope il a été démontré que 
les Sfrp favorisent la diffusion de ligands Wnt et que les complexes Sfrp/Wnt gardent leur 
capacité à activer la voie de signalisation β-caténine (Mii and Taira, 2009). Les Sfrp 
pourraient donc, en fonction du contexte cellulaire, permettre la diffusion de ligands Wnt au 
delà de leur site de production et donc l'activation de la voie ou au contraire séquestrer les 
ligands et inactiver la voie (Mii and Taira, 2009). 
 Les glycoprotéines Dkk (Dickkopf) appartiennent à la seconde catégorie d'inhibiteurs 
de la signalisation Wnt/β-caténine, interagissant avec les récepteurs LRP5/6 (Bafico et al., 
2001; Mao and Niehrs, 2003; Mao et al., 2001; Semënov et al., 2001). Deux modes d'actions 
ont été décrits pour les Dkk. En liant le co-récepteur LRP5/6, les Dkk bloquent l'interaction 
du ligand Wnt avec son co-récepteur, inhibant la formation du complexe Fz-Wnt-LRP5/6 et 
donc l'activation de la voie (Figure 30B) (Semënov et al., 2001). D'autre part, les Dkk 
présentent une forte affinité pour une protéine transmembranaire Kremen, qui constitue un 
récepteur pour ces protéines (Mao et al., 2002). L'association Dkk, LRP5/6 et Kremen induit 
l'internalisation du récepteur de la voie Wnt/β-caténine empêchant son activation (Figure 
30B) (Mao et al., 2002). Comme pour les SFRPs, l'expression des Dkk peut être diminuée 
dans certains cancers, notamment dans le cancer du colon (Sato et al., 2007). L'augmentation 
d'expression de Dkk1 dans des cellules de cancer de colon diminue les capacités 
oncogéniques de ces cellules in vitro, ainsi que la croissance tumorale en modèle de 
xénogreffe, suggérant un rôle de suppresseurs de tumeurs pour ces antagonistes de la 
signalisation Wnt/β-caténine (Aguilera et al., 2006; Qi et al., 2012). 
 La régulation des récepteurs de la voie Wnt/β-caténine passe également par des 
ubiquitines E3 ligases transmembranaires ZNRF3 (Zinc and Ring Finger 3) et RNF43 (Ring 
Finger 43). Il a été montré que ces deux facteurs régulent négativement la voie Wnt/β-
caténine (Hao et al., 2012; Jiang et al., 2013). Ces ubiquitines E3 ligases sont responsables de 
l'ubiquitination du récepteur Fz, induisant son endocytose et sa dégradation, bloquant ainsi 
l'activation de la voie Wnt/β-caténine  (Figure 30C) (Hao et al., 2012; Koo et al., 2012). Les 
mécanismes à l'origine de l'identification de Fz par ZNRF3 et RNF43 ne sont pas encore 
Figure 31: Les agonistes de la voie Wnt/β-caténine.  
Les protéines R-spondin (Rspo) lient leurs récepteurs LGR4 ou LGR5 et interagissent avec les ubiquitines 
E3 ligases ZNRF3 et RNF43, responsable de l’ubiquitinilation et donc la dégradation du récepteur 
Frizzled. Cette interaction induit la perte de ZNRF3 et RNF43 à la membrane plasmique. Le récepteur 
Frizzled est donc davantage présent à la membrane, permettant de stimuler l’activation de la voie Wnt/β-
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caractérisés (de Lau et al., 2014). ZNRF3 et RNF43 ont été retrouvés mutés dans divers 
cancers (Furukawa et al., 2011; Jiang et al., 2013; Ong et al., 2012; Ryland et al., 2013; Wu et 
al., 2011; Zhou et al., 2013; Zou et al., 2013) et l’invalidation de ces deux facteurs dans 
l'épithélium intestinal à l'aide du système Cre/Lox chez la souris, induit le développement 
d'adénomes avec une forte accumulation de β-caténine et une augmentation de l'expression 
des gènes cibles de la voie (Koo et al., 2012). ZNRF3 et RNF43 agissent donc comme 
inhibiteurs de la voie Wnt in vivo et peuvent se comporter comme suppresseurs de tumeurs. 
 
b/ Les agonistes de la signalisation Wnt/β-caténine 
 La famille des R-spondin (Rspo) est une famille de quatre protéines (Rspo1-4) 
sécrétées, capables de stimuler la voie Wnt/β-caténine. Les Rspo activent la voie en synergie 
avec les ligands Wnt (Binnerts et al., 2007; Kazanskaya et al., 2004; Kim et al., 2005, 2008b). 
Les récepteurs à sept domaines transmembranaire LGR5 et LGR4 interagissent avec les Rspo 
et sont nécessaires à la stimulation de la voie β-caténine par ces protéines (Carmon et al., 
2011; Glinka et al., 2011; de Lau et al., 2011). Le mécanisme conduisant à la stimulation de 
l'activité de la β-caténine par les Rspo a été mis en évidence par Hao et ses collaborateurs en 
2012. Les auteurs ont démontré que les Rspo induisent une augmentation de la présence des 
récepteurs Fz et LRP à la membrane des cellules. De plus, ces protéines sécrétées sont 
capables d'interagir avec l'ubiquitine E3 ligase ZNRF3. Ainsi en s'associant avec leur 
récepteur LGR4, ces protéines favorisent l'interaction entre ZNRF3 et ce récepteur. Cette 
association est à l'origine d'une diminution de la présence de ZNRF3 à la membrane (Figure 
31) (Hao et al., 2012). En favorisant la perte de ZNRF3 et RNF43 à la membrane, les Rspo 
permettent donc d'augmenter la présence des récepteurs de la signalisation Wnt/β-caténine, 
stimulant en présence de ligand, l'activation de la voie.  
 
B/ La voie Wnt/β-caténine dans la physiopathologie 
 La voie Wnt/β-caténine régule de nombreux processus cellulaires, comme la 
prolifération, la différenciation et la survie cellulaire. Elle joue donc un rôle important dans le 
développement, le maintien de l'homéostasie et le renouvellement de nombreux tissus 
(MacDonald et al., 2009). Au vu de ces fonctions, la dérégulation de cette voie peut conduire 
au développement tumoral dans divers tissus (Polakis, 2007).  
Figure 32 : La voie Wnt/β-caténine dans le maintien des progéniteurs. 
Au niveau de l’intestin, les ligands Wnt sont sécrétés par les cellules de Paneth, localisées au fond des 
cryptes. Ceci permet l’activation de la β-caténine dans les cellules proches de la source de ligand. Un 
gradient d’activation de la voie Wnt/β-caténine est donc établi avec une activité décroissante allant des 
cryptes aux villosités. L’activité de la voie Wnt/β-caténine est également inhibée dans les cellules des 
villosité par la présence dans ces cellules de APC.  
L’activation de la β-caténine permet l’expression de c-myc qui inhibe p21, permettant la prolifération des 
cellules souches indifférenciées. La diminution d’activité de cette voie induit donc un arrêt de 



























1. Rôle de la voie Wnt/β-caténine dans le maintien des progéniteurs 
  La signalisation Wnt/β-caténine est impliquée dans le renouvellement cellulaire par 
son action sur le maintien de cellules souches adultes et de progéniteurs (Holland et al., 2013). 
Cette fonction clé de la voie a notamment été mise en évidence au niveau de l'intestin (Pinto 
and Clevers, 2005). Dans ce tissu, la β-caténine s'accumule dans les cellules à la base des 
cryptes (van de Wetering et al., 2002). Ce compartiment constitue la réserve de progéniteurs 
de ce tissu. Ces cellules progénitrices ont la capacité de migrer selon l'axe crypte-villosité afin 
d’acquérir une identité différenciée (Pinto and Clevers, 2005). Ceci s'accompagne d'une 
diminution de l'activité de la voie Wnt/β-caténine, permettant d'établir un gradient décroissant 
d'activation de cette voie de signalisation allant des cryptes, des cellules souches et 
progéniteurs, vers les cellules différenciées des villosités (Figure 32) (van de Wetering et al., 
2002). La mise en place de ce gradient pourrait se faire par la localisation du ligand Wnt. Les 
cellules de Paneth, cellules différenciées sécrétant des agents antimicrobiens et localisées au 
fond des cryptes, sont la source de ligand Wnt3a dans l'intestin (Gregorieff et al., 2005; Sato 
et al., 2011). En migrant dans l'axe crypte-villosité, les cellules s'éloignent de la source du 
ligand et la voie Wnt/β-caténine serait donc moins active dans ces cellules (Figure 32). 
L'absence d'activité β-caténine dans les cellules des villosités pourrait induire un arrêt de la 
prolifération et la différenciation des cellules de ce compartiment (Pinto and Clevers, 2005). 
Dans des cellules humaines de cancer colorectal (CCR), l'utilisation d'un dominant négatif du 
facteur de transcription TCF4 pour inhiber la signalisation β-caténine, induit un arrêt du cycle 
cellulaire en phase G1 et l'acquisition de caractéristiques de cellules différenciées (van de 
Wetering et al., 2002). Différents modèles animaux ont permis de démontrer l'implication de 
la voie Wnt/β-caténine dans le maintien de la réserve de progéniteurs de ce tissu. En effet, 
l'invalidation de la β-caténine spécifiquement dans l'intestin ou l'augmentation d'expression de 
l'inhibiteur Dkk1 conduisent à une diminution de prolifération des cellules souches 
intestinales, aboutissant à la perte des cryptes (Fevr et al., 2007; Kuhnert et al., 2004; Pinto et 
al., 2003). Cette voie de signalisation est donc indispensable à la prolifération des cellules 
souches/progéniteurs de l'intestin. Par ce rôle, la voie Wnt/β-caténine est essentielle au 
maintien et au renouvellement de l'épithélium intestinal (Pinto and Clevers, 2005).  
 Dans le cortex surrénalien, une action de la voie Wnt/β-caténine sur le maintien et/ou 
la prolifération des cellules progénitrices capsulaires et sous-capsulaires est suggérée par 
l'étude des modèles murins invalidés pour la β-caténine ou à l'inverse présentant une 
Figure 33 : La voie Wnt/β-caténine dans la zonation hépatique.  
Dans la travée hépatocytaire, la protéine APC se localise dans les hépatocytes périportaux (PP). La 
présence de APC dans ces hépatocytes induit une inactivation de la voie Wnt/β-caténine. De l’autre côté 
de la travée, l’absence d’APC dans les hépatocytes périveineux (PV) permet l’accumulation de la β-
caténine et donc l’activation de la voie. L’absence d’activation de la voie Wnt/β-caténine dans les 
hépatocytes permet leur différenciation en hépatocytes PP, alors que l’activation de cette signalisation 
induit une différenciation en hépatocytes PV. Ces deux types d’hépatocytes présentent des fonctions 
différentes, résultant de la différence d’expression de gènes en fonction de l’état d’activation de la voie 
Wnt/β-caténine 
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activation constitutive de cette voie de signalisation (Berthon et al., 2010; Kim et al., 2008a) 
(voir chapitre III. B/ 3.).  
 
2. Rôle de la voie Wnt/β-caténine dans la zonation hépatique 
 La voie Wnt/β-caténine peut être impliquée dans la différenciation des cellules et peut 
jouer un rôle dans la zonation de certains organes tels que le foie. Les hépatocytes sont des 
cellules spécialisées dont la fonction est dépendante de leur localisation. On distingue les 
hépatocytes dit périportaux (PP) des hépatocytes périveineux (PV) (Torre et al., 2011). 
L'implication de la voie Wnt/β-caténine dans cette zonation a d'abord été suggérée par 
l'analyse de la localisation de APC et de la β-caténine active dans le foie adulte de souris. 
L'expression de APC suit un gradient dans les lobules hépatiques, avec une accumulation 
importante dans les hépatocytes PP et une diminution jusqu'aux hépatocytes PV, où  cette 
protéine n'est pas détectable  (Figure 33) (Benhamouche et al., 2006). Dans les cellules de 
type PV, une accumulation de β-caténine active a été mise en évidence (Benhamouche et al., 
2006). La délétion de Apc dans un modèle murin par utilisation d'un système Cre/Lox  
inductible, induit l'expression du programme génétique des hépatocytes PV dans l'ensemble 
du lobule (Benhamouche et al., 2006). A l'inverse, l'inhibition de la voie de signalisation β-
caténine par l'expression de Dkk1 dans le foie est à l'origine d'un phénotype PP dans la totalité 
du lobule (Benhamouche et al., 2006). Ainsi l'activité de la voie Wnt/β-caténine induit la 
différenciation en hépatocytes PV, alors que l'absence d'activation de cette signalisation dans 
les hépatoctytes est à l'origine d'hépatocytes de type PP. Ceci fait donc de la voie Wnt/β-
caténine et du gradient d’expression de APC, des acteurs essentiels de la zonation hépatique.  
 
3. La voie Wnt/β-caténine dans la tumorigenèse 
 Des altérations de la voie Wnt/β-caténine sont fréquemment observées dans divers 
cancers, notamment pour les tissus dont le renouvellement et l'homéostasie sont régulés par 
cette signalisation (Polakis, 2007). La polypose adenomateuse familiale (PAF) est un 
syndrome familial prédisposant au développement du cancer colorectal (CCR), causé 
classiquement par des mutations dans le gène APC (Half et al., 2009). Les mutations 
inactivatrices de ce gène conduisent à une déstabilisation du complexe de destruction, 





entrainant la stabilisation et l'activation de la β-caténine. Dans les CCR sporadiques des 
mutations non-sens de APC sont retrouvés dans 80% des cas (Gregorieff and Clevers, 2005). 
Dans les CCR non mutés pour APC, des mutations inactivatrices du gène Axin2 ou des 
mutations à l'origine de la stabilisation de la β-caténine sont observées (Liu et al., 2000b; 
Morin et al., 1997; Segditsas and Tomlinson, 2006). Différents modèles murins ont démontré 
que ces altérations sont à l'origine du développement tumoral au niveau de l'épithélium 
intestinal (Taketo and Edelmann, 2009). Les souris ApcMin/+ (Multiple intestinal neoplasia), 
portant une mutation non-sens du gène Apc, présentent un phénotype proche de celui des 
patients PAF avec le développement de nombreux adénomes intestinaux (Moser et al., 1990; 
Su et al., 1992). Toutefois, la plupart des adénomes se localisent principalement dans l'intestin 
grêle, alors que les patients présentent de multiples adénomes au niveau du colon. D'autres 
modèles murins présentant des altérations dans le gène Apc ont été développés (McCart et al., 
2008). Les souris ApcΔ14/+ (délétion de l'exon 14 de Apc) reproduisent un phénotype plus 
proche des patients, avec notamment des adénomes principalement localisés dans le colon 
(Colnot et al., 2004). De même, des souris exprimant une forme constitutivement active la β-
caténine spécifiquement dans l'épithélium intestinal, développent un nombre important de 
polypes (Harada et al., 1999). Comme décrit précédemment, la voie Wnt/β-caténine est une 
signalisation nécessaire au maintien et à la prolifération des cellules souches intestinales. 
Ainsi, les altérations conduisant à la stabilisation et à l'activation de la β-caténine dans 
l'épithélium intestinal sont des événements initiateurs de la tumorigenèse dans ce tissu et 
seraient à l'origine d'une prolifération incontrôlée de cellules conservant au moins 
partiellement leur identité de cellules souches (Reya and Clevers, 2005).  
 Depuis la découverte du rôle oncogénique de la β-caténine dans l’intestin, celui-ci a 
été étendu à la quasi totalité des cancers (Polakis, 2000), faisant de la voie Wnt/β-caténine, un 
acteur clé de la tumorigenèse.   
 
C/ La voie Wnt/β-caténine dans la cortico-surrénale 
 La voie Wnt/β-caténine intervient dans le développement et le maintien de la cortico-
surrénale. Toutefois sa dérégulation, comme dans d'autres tissus, pourrait induire le 
développement tumoral.  





 L'implication de la voie de signalisation Wnt/β-caténine dans le développement des 
tumeurs cortico-surrénaliennes a été initialement supposée par une fréquence accrue de ces 
tumeurs chez les patients souffrant de PAF. Ainsi, environ 13% de ces patients développent 
des tumeurs de la cortico-surrénale, mais très peu de CCS (Marchesa et al., 1997; Smith et al., 
2000). 
 Une première analyse de l'activation de la voie Wnt/β-caténine dans les tumeurs 
cortico-surrénaliennes sporadiques a donc été conduite. Celle-ci a mis en évidence une 
accumulation nucléo-cytoplasmique de la β-caténine dans 22 des 39 tumeurs cortico-
surrénaliennes analysées (Tissier et al., 2005). Ces premières données ont été confirmées sur 
des cohortes plus importantes, avec 51% des ACS et 39,2% des CCS présentant une 
activation de la voie β-caténine (Bonnet et al., 2011; Gaujoux et al., 2011).  
  
1. La voie Wnt/β-caténine dans les adénomes cortico-surrénaliens 
 Soixante-dix pourcents des ACS avec une accumulation nucléo-cytoplasmique de la β-
caténine présentent une mutation activatrice du gène CTNNB1 codant la β-caténine. Ces 
mutations touchent les résidus serine et thréonine ciblés par le complexe de destruction 
(Bonnet et al., 2011). Ces ACS altérés pour CTNNB1 ont également un poids et une taille plus 
importants que les tumeurs non mutées (Bonnet et al., 2011). Ainsi, ces ACS activés pour la 
β-caténine sont plutôt associés à un phénotype plus agressif. Cette étude s'est également 
intéressée au statut hormonal de ces tumeurs. Les ACS mutés pour CTNNB1 sont 
majoritairement non sécrétants (61.1%). L'état d'activation de la signalisation Wnt n'avait 
jusqu'alors pas été évalué dans les APA. Comme décrit précédemment, notre équipe a pu 
montrer que 70% des APA analysés présentent une activation anormale de la voie β-caténine, 
mise en évidence par une accumulation nucléo-cytoplasmique de la β-caténine et une 
augmentation de l'expression de gènes cibles de la voie (Berthon et al., 2014). Cette activation 
n'est pas le résultat d'une mutation de CTNNB1, mais semble résulter d'une diminution 
d'expression de l'inhibiteur de cette signalisation, SFRP2 (Berthon et al., 2014).  
 





2. La voie Wnt/β-caténine dans les carcinomes cortico-surrénaliens 
 Dans les CCS, l'activation de la signalisation Wnt/β-caténine est associée à des stades 
plus avancés (stade III et IV), à un score de Weiss plus élevé et à une survie globale et sans 
récidive plus courte (Gaujoux et al., 2011). L'activation de β-caténine est donc associée à un 
mauvais pronostic. Ces données sont confirmées par une analyse transcriptomique qui a mis 
en évidence un sous-groupe de CCS de mauvais pronostic, associé à l'activation de la voie 
Wnt/β-caténine (Ragazzon et al., 2010). L'activation de la β-caténine semble donc impliquée 
dans un phénotype tumoral plus agressif. L'origine de l'activation de la voie dans les CCS peut 
être expliquée par des mutations activatrices du gène CTNNB1, observées dans 16.9% des 
tumeurs malignes (Gaujoux et al., 2011) et des mutations inactivatrices de APC, retrouvées 
dans 2% des CCS (Assié et al., 2014) mais également par des mutations dans le gène codant 
l'ubiquitine E3 ligase ZNRF3 dans 21% des CCS analysés (Assié et al., 2014). Celles-ci sont 
potentiellement associées à une perte de fonction, qui pourrait expliquer une activation 
anormale de la signalisation Wnt/β-caténine (Assié et al., 2014). La démonstration formelle 
de ce phénomène n’a toutefois pas encore été apportée dans la cortico-surrénale. L'activation 
de la β-caténine, par différents mécanismes (mutations activatrices de CTNNB1, mutations 
inactivatrices de APC ou ZNRF3) est donc un évènement fréquent dans les CCS et cette 
altération est associée à des tumeurs de mauvais pronostic.  
 Ainsi la β-caténine pourrait être un acteur important du développement tumoral 
cortico-surrénalien. En accord avec cette hypothèse, l'utilisation d'un antagoniste de l'activité 
transcriptionnelle de la β-caténine, le PKF115-584, inhibe la prolifération de cellules 
tumorales cortico-surrénaliennes humaines H295R (Doghman et al., 2008). De la même 
façon, l'inhibition de la β-caténine dans ces mêmes cellules par l'utilisation de shARN, 
conduit à une diminution de prolifération avec un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 et à 
une augmentation de l'apoptose (Gaujoux et al., 2013). In vivo, l'inhibition de la β-caténine 
par cette même approche (shARN) dans un modèle de xénogreffes de H295R, prévient le 
développement de la tumeur (Gaujoux et al., 2013).  
 Afin de démontrer formellement l’implication de la β-caténine dans la tumorigenèse 
cortico-surrénalienne, l'équipe a généré un modèle murin d'activation constitutive de la β-
caténine, spécifiquement dans le cortex surrénalien (Berthon et al., 2010). Pour cela, des 
souris exprimant la recombinase Cre sous le contrôle de séquences régulatrices de Akr1b7 
(Lambert-Langlais et al., 2008) ont été croisées avec des souris présentant des sites LoxP de 





part et d'autre de l'exon 3 du gène Ctnnb1 (Harada et al., 1999). L'exon 3 code les résidus 
serine/thréonine dont la phosphorylation par le complexe de destruction conduit à la 
dégradation de la β-caténine. Ces souris ΔCat développent toutes à 10 mois des tumeurs 
bénignes sécrétrices d'aldostérone et une dysplasie corticale et médullaire. A 18 mois, 
seulement 20 à 30% de ces souris développent un CCS (Berthon et al., 2010). Ainsi, ces 
données démontrent que la β-caténine initie le développement tumoral cortico-surrénalien 
mais que d'autres altérations sont nécessaires pour la progression maligne. Conformément à 
cette hypothèse, les souris invalidées pour Apc spécifiquement dans le cortex surrénalien, 
présentent également une hyperplasie corticale à partir de 10 mois mais ne développent pas de 
carcinome (Heaton et al., 2012). 
 En conclusion, l'activation de la voie Wnt/β-caténine est un événement fréquent dans 
les tumeurs de la cortico-surrénale. Dans les CCS, cette activation est associée à des tumeurs 
plus agressives, de mauvais pronostic. Les modèles animaux ont permis de démontrer que la 
stabilisation de la β-caténine est suffisante pour déclencher le développement tumoral. 
Toutefois la faible pénétrance de CCS dans ces modèles suggère la nécessité d'autres 
altérations pour la progression maligne. 
 
D/ Interactions de la voie Wnt/β-caténine avec d'autres voies de signalisation 
 L’activité de la voie Wnt/β-caténine peut être modulée par différentes voies de 
signalisation. Celles-ci pourraient jouer un rôle pour favoriser l’acquisition de caractéristiques 
agressives. Ce chapitre se focalisera sur les voies IGF et PKA qui sont toutes les deux 
dérégulées dans les tumeurs de la cortico-surrénale.    
 
1. La voie de signalisation IGF2 
 La surexpression du facteur de croissance IGF2 est l'altération la plus fréquente dans 
les CCS (80-90% des CCS) (Gicquel et al., 1997b; Giordano et al., 2003). En revanche, 
l'augmentation d'expression de IGF2 est observée dans moins de 10% des ACS (Gicquel et 
al., 1997b).  
Figure 34 : Interaction des signalisations IGF2 et β-caténine. 
La liaison de IGF2 à son récepteur IGF-IR induit l’activation de AKT et de ERK. AKT est capable de 
phosphoryler la β-caténine sur sa sérine 552 (S552), ce qui induit la translocation nucléaire de la β-
caténine et l’activation de la transcription de ses gènes cibles. AKT est également capable de 
phosphoryler GSK3β sur sa sérine 9 (S9). ERK présente également cette capacité. Cette phosphorylation 
est à l’origine de l’inhibition de GSK3β, permettant la stabilisation de la β-caténine et donc l’activation de 
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 Dans le cancer du sein, l'expression de IGF1 est associée à l'accumulation nucléo-
cytoplasmique de la β-caténine (Sawyer et al., 2003). Ces données sont renforcées par des 
observations effectuées dans un modèle murin de cancer du colon (Hassan and Howell, 2000). 
En effet, des souris ApcMin/+ ont été croisées avec des souris ayant intégré un transgène 
permettant la surexpression de Igf2. Ces souris (ApcMin/+; Igf2) présentent une augmentation 
du nombre et de la taille des adénomes présents au niveau du colon, par comparaison avec les 
souris ApcMin/+. De plus, la progression maligne et l'invasion sont plus fréquemment 
observées chez les souris double transgéniques (Hassan and Howell, 2000). A l'inverse, la 
délétion de l'allèle paternel chez les souris mutantes pour Apc, induit une réduction du nombre 
et du diamètre des adénomes intestinaux (Hassan and Howell, 2000). La surexpression de Igf2 
peut donc être associée à l'activation de la voie β-caténine et facilite l'initiation et le 
développement tumoral. Ceci suggère que ces deux voies de signalisation pourraient agir 
ensemble dans le développement tumoral.  
 Cette coopération pourrait passer par l'augmentation de l'activité de la voie Wnt/β-
caténine en réponse à la voie IGF2. En effet dans des cellules épithéliales de vessie de rat, 
IGF2 induit la translocation nucléaire de la β-caténine et l'expression d'un gène rapporteur de 
l'activité de la voie (Morali et al., 2001). La signalisation IGF2 pourrait donc participer à 
l'activation de la voie Wnt/β-caténine. Ce croisement peut impliquer l'activation des voies 
MAPK/ERK et PI3K/AKT. En effet, en culture cellulaire AKT1 a la capacité de phosphoryler 
la β-caténine sur sa sérine 552 (Fang et al., 2007). Cette phosphorylation induit la 
translocation nucléaire de la β-caténine et l'activation de la voie  (Figure 34) (Fang et al., 
2007). Un autre mécanisme de stabilisation de la β-caténine en réponse à IGF2, peut être 
l'inhibition de GSK3β par phosphorylation de sa serine 9 (Cohen and Frame, 2001). En effet, 
des analyses dans différents modèles cellulaires ont montré que AKT et ERK1/2, qui peuvent 
être activés en réponse à IGF2, ont la capacité de phosphoryler et d'inactiver GSK3β, 
permettant la stabilisation de la β-caténine  (Figure 34) (Cross et al., 1995; Ding et al., 2005).  
 Dans la cortico-surrénale, la coopération des voies β-caténine et IGF2 pourraient donc 
être nécessaire pour le développement de CCS. Alors que l'activation constitutive β-caténine 
est suffisante pour l'initiation, la progression maligne pourrait donc nécessiter la surexpression 
du facteur Igf2 (Berthon et al., 2010).  
 
Figure 35 : Interaction positive de la PKA sur la voie β-caténine. 
Suite à l’activation d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG), l’adénylate cyclase (AC) est activée, 
permettant la synthèse d’AMPc à partir d’ATP. L’activation de la PKA se fait par la liaison de molécules 
AMPc à ses sous-unités régulatrices (R), permettant la libération et l’activation des sous-unités catalytique 
(C). La PKA a la capacité de phosphoryler GSK3β sur sa sérine 9 (S9), induisant son inhibition et donc 
l’activation de la β-caténine. La PKA a aussi été décrite comme pouvant phosphoryler la β-caténine sur sa 
sérine 552 (S552) et sur sa sérine 675 (S675). Ces deux phosphorylations induisent une augmentation de 





















2. La voie de signalisation PKA  
La voie de la signalisation PKA fait partie des autres voies de signalisation pouvant 
interagir avec la signalisation Wnt/β-caténine. En effet dans différents systèmes cellulaires, 
son activation induit la stabilisation de la β-caténine et l'expression de ses gènes cibles grâce à 
la phosphorylation de GSK3β  (Figure 35) (Fang et al., 2000; Khattak et al., 2010; Roy et al., 
2009; Taurin et al., 2007). La PKA peut également agir directement sur la β-caténine. En 
effet, il a été montré que l'activation de la PKA, dans différents systèmes cellulaires, induit la 
phosphorylation de la β-caténine sur ses sérines 552 et 675, augmentant son activité 
transcriptionnelle (Figure 35) (Hino et al., 2005; Law et al., 2013; Taurin et al., 2006). 
Plusieurs mécanismes sont avancés selon les études pour expliquer ce phénomène. Alors que 
Taurin et ses collaborateurs ne mettent pas en évidence de stabilisation de la β-caténine et 
suggèrent un recrutement accru de CBP par la phospho-β-caténine, cette dernière semble 
protégée de la dégradation par la phosphorylation de la sérine 675 dans l'étude de Hino et al. 
D'autre part, la phosphorylation de ces deux sérines en réponse à l'activation de la PKA, peut 
induire une augmentation du recrutement de la β-caténine au niveau des facteurs de 
transcription TCF et Sf1 (Law et al., 2013). Des analyses in vivo confirment l'interaction 
positive entre PKA et β-caténine. En effet, le traitement de souris APCMin/+ avec un 
antagoniste de la PKA (Rp-8-Br-cAMPS) réduit la taille des adénomes ainsi que la 
translocation nucléaire de la β-caténine (Brudvik et al., 2011). Ces résultats laissent supposer 
que l'activation de la PKA, par son action sur la phosphorylation de la β-caténine sur les 
sérines 552 et 675, peut favoriser le développement tumoral dans l'intestin (Brudvik et al., 
2011). Dans ce contexte, il est intéressant de noter que la phosphorylation de la sérine 675 
pourrait être facilitée par un changement de conformation induit par la phosphorylation du 
résidu tyrosine 654 (Y654) (van Veelen et al., 2011). En effet, in vivo, une mutation phospho-
mimétique de ce résidu  (Y654E) dans un modèle murin portant une mutation inactivatrice de 
Apc, augmente l'initiation tumorale intestinale et est associée à une augmentation de la 
phosphorylation du résidu serine 675 (van Veelen et al., 2011). Toutefois, il est difficile de 
dissocier l’effet de cette mutation sur le transport nucléo-cytoplasmique de la β-caténine (voir 
chapitre V. A/ 2. c/), de son effet sur l’activité transcriptionnelle par l’intermédiaire de la 
sérine 675. 
 L’ensemble de ces études décrit donc un effet positif de la voie PKA sur la 
signalisation β-caténine. Toutefois, il a été montré que la PKA au sein d'un complexe 
Figure 36 : Interaction négative de la PKA sur la voie β-caténine. 
Au sein d’un complexe se composant de la PKA, de la préseniline (PS1), la β-caténine et GSK3β, la PKA 
induit la phosphorylation de la β-caténine sur sa sérine 45 (S45). Cette phosphorylation entraine la 
phosphorylation de la β-caténine sur ses sérines 33 et 37 et sur sa thréonine 41 par GSK3β. La β-caténine 
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comprenant la β-caténine, GSK3β et la préseniline est capable de phosphoryler la β-caténine 
sur sa sérine 45 (Kang et al., 2002). Les présenilines, PS1 (préseniline 1) et PS2 (préseniline 
2) chez l'Homme, ont été impliquées dans les formes familiales de la maladie d'Alzheimer 
(Hardy, 1997). La PS1 s'associe avec la β-caténine et régule négativement son activité 
transcriptionnelle (Murayama et al., 1998; Soriano et al., 2001). Au sein du complexe, la 
phosphorylation de la sérine 45 de la β-caténine par la PKA permet la phosphorylation des 
sérines 33, 37 et de la thréonine 41 par GSK3β  (Figure 36) (Kang et al., 2002). Dans 
certaines conditions, la PKA semble donc pouvoir favoriser l’inactivation de la β-caténine. De 
fait, même si Hino et ses collaborateurs concluent que la PKA stimule l’activité de la β-
caténine en phophorylant les résidus 552 et 675, ils observent également que l'activation de la 
PKA dans des cellules humaines de rein HEK-293, induit une phosphorylation des résidus 
inhibiteurs (Hino et al., 2005). Il est donc vraisemblable que la PKA puisse avoir des actions 
antagonistes sur l’activité de la β-caténine, en fonction de l’équilibre s’établissant entre 
phosphorylations activatrices et inactivatrices. 
 Dans la cortico-surrénale, une accumulation nucléo-cytoplasmique de la β-caténine a 
été observée dans des PPNAD même en absence de mutation activatrice du gène CTNNB1 
(Gaujoux et al., 2008; Tadjine et al., 2008). Ces tumeurs bénignes se développant dans un 
contexte d’activité accrue de la PKA, on peut supposer que l’activation de la voie Wnt/β-
caténine résulte d’un effet positif de la PKA sur l’activité transcriptionnelle de la β-caténine. 
Toutefois dans le modèle murin de PPNAD développé au laboratoire par l’inactivation de la 
sous-unité régulatrice RIα de la PKA, l'activation de la voie Wnt/β-caténine n'est pas 
observée (Sahut-Barnola et al., 2010). L'interaction entre ces deux voies de signalisation doit 







VI. PRESENTATION DES PROJETS DE RECHERCHE 
  A/ Interaction des signalisations Wnt/β-caténine et IGF2 dans la 
tumorigenèse cortico-surrénalienne 
 Les CCS sont des tumeurs malignes agressives de mauvais pronostic avec une survie à 
5 ans inférieure à 40% (Allolio and Fassnacht, 2006). La chirurgie reste le principal traitement 
des CCS, associée à un traitement adjuvant au mitotane ayant un effet cytostatique sur les 
cellules cortico-surrénaliennes. Toutefois le mitotane induit de nombreux effets secondaires et 
ne conduit pas à une réponse thérapeutique durable (Kirschner, 2012). Il est donc nécessaire 
de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le développement tumoral 
du cortex surrénalien, afin d'assurer une prise en charge plus efficace.  
 La combinaison d'approches tanscriptomiques et immunologiques a permis 
l'identification de dérégulations associées au développement de CCS chez l'Homme. Les 
altérations les plus fréquentes dans les CCS sont la surexpression du facteur de croissance 
IGF2 retrouvée chez 80 à 90% des patients (Gicquel et al., 1997b; Giordano et al., 2003) et 
l'activation constitutive de la voie Wnt/β-caténine, dans 39% des tumeurs malignes (Gaujoux 
et al., 2011). Afin de valider l'implication de la β-caténine dans la tumorigenèse surrénalienne, 
notre équipe a développé un modèle de souris transgéniques permettant l'activation 
constitutive de la β-caténine, spécifiquement dans le cortex surrénalien (souris ΔCat). Ces 
animaux ont permis de démontrer que la β-caténine initie le développement tumoral cortico-
surrénalien (Berthon et al., 2010). Toutefois, la faible pénétrance du phénotype malin suggère 
la nécessité d'autres altérations pour la progression tumorale. La surexpression du facteur de 
croissance IGF2, observée dans plus de 80% des CCS mais moins de 10% des tumeurs 
bénignes (Gicquel et al., 1997b), pouvait constituer une de ces altérations. En effet, une 
coopération de ces deux voies a notamment été décrite dans un modèle murin de cancer 
colorectal (Hassan and Howell, 2000).  
 Afin d’évaluer le potentiel oncogénique de IGF2 dans la cortico-surrénale, l'équipe a 
généré deux modèles murins de surexpression de ce facteur, spécifiquement dans le cortex 
surrénalien. Ces souris portent un transgène dans lequel l'expression de l'ADNc murin de Igf2 
est dirigée soit par les régions régulatrices du gène Akr1b7 (souris AdIgf2), soit par les 






 L’objectif initial de ma thèse était d’évaluer le potentiel oncogénique de IGF2 seul, ou 
en association avec l’activation constitutive de la voie Wnt/β-caténine, afin de reconstituer la 
combinaison d’altérations la plus fréquente dans les CCS humains. Dans ce but, le phénotype 
tumoral des souris surexprimant Igf2 (AdIgf2 et Scc:Igf2) et des double-transgéniques 
(ΔCat;AdIgf2 et ΔCat;Scc:Igf2) a été analysé. 
 
Présentation des résultats 
 Les modèles de surexpression de Igf2 dans la cortico-surrénale nous ont permis de 
montrer que Igf2 n'initie pas le développement de tumeurs cortico-surrénaliennes, malgré une 
surexpression de 7 (en basal) à 87 fois (induit par l'ACTH). Toutefois Igf2 induit une 
accumulation anormale de cellules progénitrices. La combinaison de la surexpression de Igf2 
et de l’activation constitutive de la β-caténine n'a pas d'effet sur le phénotype tumoral à des 
stades précoces. Toutefois, à des stades plus tardifs, Igf2 favorise une accélération du 
développement tumoral, caractérisée par une augmentation du score de Weiss et de la 
prolifération. La formation de tumeurs malignes est néanmoins un évènement rare, même 
quand la surexpression de Igf2 est augmentée par un traitement à l'ACTH. Ces résultats 
suggèrent donc que la surexpression de Igf2 et l'activation de la β-caténine ne sont pas 
suffisantes dans notre modèle, pour induire le développement de CCS.  
 A la suite de ces résultats, nous avons supposé que d'autres altérations devaient être 
nécessaires pour l'acquisition de la malignité. Une analyse rétrospective des données du 
transcriptome des patients a mis en évidence, dans les CCS, une surexpression de l'histone 
méthyltransferase (HMTase) EZH2 (Enhancer of Zest 2), responsable de la mise en place de 
la marque H3K27me3. Cette HMTase, dérégulée dans de nombreux cancers (Chase and 
Cross, 2011), pourrait être impliquée dans la progression tumorale cortico-surrénalienne. Afin 
d'étudier le rôle de EZH2 dans la tumorigenèse du cortex surrénalien, nous avons cherché à 
diminuer son expression dans des cellules de CCS humain H295R. L'inhibition de EZH2 a été 
conduite par deux approches, l'utilisation de siARN et l'utilisation d'un inhibiteur 
pharmacologique. Les résultats obtenus suggèrent un rôle de EZH2 dans le contrôle de la 
prolifération, de l'apoptose et de certaines capacités oncogéniques des cellules H295R. Nous 
avons également cherché à identifier les causes de la dérégulation de EZH2 dans les CCS. 
L’analyse rétrospective de données du transcriptome des CCS a mis en évidence une 






régulateurs de EZH2 in vitro (Bracken et al., 2003). L'inhibition de l’expression de ces 
facteurs de transcription par siARN induit une diminution de EZH2, associée à une inhibition 
de la prolifération des cellules H295R. Ces résultats préliminaires suggèrent que la 
surexpression facteurs E2F dans les CCS peut stimuler l'expression de EZH2, qui en cascade, 
participe au développement tumoral.  
 
B/ Interaction des signalisations Wnt/β-caténine et PKA dans la zonation 
cortico-surrénalienne 
 Le cortex surrénalien des rongeurs est divisé en deux zones fonctionnellement 
distinctes, la zone glomérulée sous la capsule et la zone fasciculée dans la partie interne du 
cortex. La zone glomérulée est responsable de la sécrétion d'aldostérone en réponse à 
l'angiotensine II. La zone fasciculée sécrète la corticostérone en réponse à l'ACTH. L'identité 
des zones du cortex surrénalien repose sur l'expression des enzymes terminales de la 
stéroïdogenèse, Cyp11b2 pour la glomérulée et Cyp11b1 pour la fasciculée. Cette zonation 
fonctionnelle est achevée en période périnatale (Laufer et al., 2012) et doit être maintenue au 
cours du renouvellement du cortex. Ce renouvellement repose sur le recrutement de 
progéniteurs capsulaires/sous-capsulaires qui ont la capacité de migrer et de se différencier 
séquentiellement en cellules de glomérulée, puis en cellules de fasciculée (Freedman et al., 
2013; King et al., 2009). Même si certaines voies de signalisation semblent impliquées dans la 
différenciation des cellules cortico-surrénaliennes, les mécanismes à l'origine de l'acquisition 
de l'identité de ces cellules ne sont pas totalement élucidés et notamment la transition 
glomérulée-fasciculée.  
 Différentes données ont permis d'impliquer l'activation de la voie Wnt/β-caténine dans 
l’établissement de l'identité de la zone glomérulée. Tout d'abord, son activité est restreinte à 
cette zone dans le cortex surrénalien (Berthon et al., 2010; Kim et al., 2008a) et son activation 
constitutive dans le modèle ΔCat induit une différenciation ectopique de cellules Cyp11b2 + 
dans la zone fasciculée (Berthon et al., 2010). L'action de la β-caténine sur la différenciation 
glomérulée peut passer en partie par la régulation des gènes AT1R et CYP11B2 nécessaires à 
l'identité glomérulée (Berthon et al., 2014), mais également par l’effet inhibiteur de la β-
caténine sur l'expression des gènes Mc2r et Cyp11b1, spécifiques de la zone fasciculée 






glomérulée et en inhibant les gènes spécifiques de la fasciculée, permet donc l'acquisition d'un 
phénotype glomérulée. La signalisation Wnt doit donc être réprimée pour permettre 
l’acquisition de l’identité fasciculée lors du renouvellement cortical.  
 L'identité de la zone fasciculée repose sur l'expression de l'enzyme Cyp11b1, dont 
l'expression est régulée par l'ACTH. Dans le cortex surrénalien, le récepteur à l'ACTH Mc2r 
et les protéines accessoires Mrap sont plus fortement exprimées dans la zone fasciculée que 
dans la zone glomérulée (Gorrigan et al., 2011). De plus, l'invalidation génétique de Mc2r 
chez la souris ou l'inhibition de la sécrétion d'ACTH induisent une atrophie de la zone 
fasciculée sans atteinte de la zone glomérulée (Chida et al., 2007; Freedman et al., 2013; 
Thomas et al., 2004). La signalisation ACTH est donc plus active dans la zone fasciculée et 
semble jouer un rôle essentiel pour sa différenciation.  
 Les voies Wnt/β-caténine et PKA interagissent dans de nombreux types cellulaires. 
Même si la plupart des études ont mis en évidence une action positive de la PKA  sur l'activité 
de la β-caténine (voir chapitre V. D. 2.), une action inhibitrice a également été décrite (Kang 
et al., 2002). Nous avons donc émis l’hypothèse que la signalisation PKA, induite par la 
liaison de l'ACTH à son récepteur, pourrait être un des facteurs impliqués dans le blocage de 
la signalisation β-caténine pour permettre la différenciation fasciculée. 
 Le second objectif de ma thèse a donc été de définir l'interaction des voies Wnt/β-
caténine et PKA dans le cadre de la zonation du cortex surrénalien. Pour cela, des approches 
pharmacologiques in vivo ont été combinées à des approches génétiques. Ces dernières 
reposaient sur l'activation constitutive de la PKA par invalidation de la sous-unité régulatrice 
RIα, spécifiquement dans le cortex surrénalien et sur une diminution d'activité PKA par 
invalidation hétérozygote de la sous-unité catalytique Cα de la PKA. Grâce à l'ensemble de 
ces modèles, nous avons déterminé :  
1) l’effet de la PKA sur la signalisation Wnt/β-caténine et la zonation fonctionnelle du 
cortex dans un contexte physiologique aigu (pharmacologie) et chronique (modèles 
génétiques) 
2) l’effet de la PKA sur la différenciation ectopique de cellules de glomérulée et sur les 







Présentation des résultats 
1) L'activation de la signalisation PKA par une approche pharmacologique (ACTH) ou 
génétique (invalidation de la sous-unité régulatrice RIα de la PKA) dans la cortico-surrénale 
induit une inhibition de la signalisation Wnt/β-caténine, conduisant à une perte de la 
différenciation glomérulée au profit d'une expansion de la zone fasciculée. L'effet de la PKA 
sur la voie Wnt semble passer en partie par la diminution d'expression de Wnt4, observée dans 
les surrénales des animaux traités à l'ACTH ou invalidés pour RIα. Afin de confirmer cette 
hypothèse, nous avons invalidé Wnt4 spécifiquement dans le cortex surrénalien. Ce modèle 
murin présente un phénotype proche des souris invalidées pour RIα avec une perte de la zone 
glomérulée et une expansion du domaine fasciculée. Ainsi l'activation de la PKA inhibe la 
voie Wnt/β-caténine, en partie par la diminution d'expression de Wnt4, bloquant ainsi la 
différenciation glomérulée et favorisant l'expansion de la zone fasciculée.  
2) La diminution d'activité de la PKA par l'invalidation de la sous-unité régulatrice RIα 
dans le modèle d'activation constitutive de la β-caténine (souris ΔCat) a permis de réduire la 
différenciation ectopique de cellules de glomérulée et l’augmentation de prolifération, 
induites par l'activation constitutive de la β-caténine. A l'inverse, la diminution d'activité de la 
PKA par l'invalidation hétérozygote de la sous-unité catalytique Cα chez les souris ΔCat 
induit une aggravation du phénotype tumoral et est associée à une augmentation de 
l'expression de gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine. La PKA est donc également capable 
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Abstract
Adrenal cortical carcinomas (ACC) are rare but aggressive tumours associated with poor prognosis. The two most frequent
alterations in ACC in patients are overexpression of the growth factor IGF2 and constitutive activation of Wnt/b-catenin
signalling. Using a transgenic mouse model, we have previously shown that constitutive active b-catenin is a bona fide
adrenal oncogene. However, although all these mice developed benign adrenal hyperplasia, malignant progression was
infrequent, suggesting that secondary genetic events were required for aggressive tumour development. In the present
paper, we have tested IGF2 oncogenic properties by developing two distinct transgenic mouse models of Igf2
overexpression in the adrenal cortex. Our analysis shows that despite overexpression levels ranging from 7 (basal) to 87
(ACTH-induced) fold, Igf2 has no tumour initiating potential in the adrenal cortex. However, it induces aberrant
accumulation of Gli1 and Pod1-positive progenitor cells, in a hedgehog-independent manner. We have also tested the
hypothesis that Igf2 may cooperate with Wnt signalling by mating Igf2 overexpressing lines with mice that express
constitutive active b-catenin in the adrenal cortex. We show that the combination of both alterations has no effect on
tumour phenotype at stages when b-catenin-induced tumours are benign. However, there is a mild promoting effect at
later stages, characterised by increased Weiss score and proliferation. Formation of malignant tumours is nonetheless a rare
event, even when Igf2 expression is further increased by ACTH treatment. Altogether these experiments suggest that the
growth factor IGF2 is a mild contributor to malignant adrenocortical tumourigenesis.
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Introduction
Adrenocortical carcinomas (ACC) are rare with an incidence of
0.5 to 2 new cases per year and per million [1]. However, these
tumours are associated with bad prognosis. Eighty percent of ACC
patients develop metastases, which results in five years survival
rates of 16 to 47% depending on the series [2]. Most ACC (76%)
are also associated with excessive hormone secretion [3,4]. Clinical
management of these cancers mostly relies on resection of primary
tumours and mitotane treatment alone [5] or in combination with
chemotherapy [6]. However, almost half of the patients present
with incurable metastatic disease at diagnosis [2,7]. Molecular
analyses have shown that the two most frequent alterations in
ACC are overexpression of Igf2 [8–10] and constitutive activation
of the Wnt/b-catenin signalling pathway [11–13]. We have
recently shown that constitutive activation of b-catenin in the
adrenal cortex of transgenic DCat mice resulted in adrenal
hyperplasia and aggressive tumour formation in only a subset of
17 month-old animals [14]. This demonstrated that b-catenin was
an adrenal oncogene but it also suggested that secondary genetic
alterations were required for malignant progression. IGF2 is a
growth factor involved in the control of cell proliferation and
inhibition of apoptosis. The IGF2 gene locus at 11p15 is under the
control of parental epigenetic imprinting. Loss of imprinting (LOI)
at 11p15 causes Beckwith-Wiedmann syndrome (BWS) charac-
terised by embryonic overgrowth and predisposition to tumour
development, among which adrenocortical carcinomas [15]. In
sporadic adrenal tumours, IGF2 is overexpressed in 80–90% of
ACC but not in adrenocortical adenomas (ACA) [9,16]. In most
cases, IGF2 overexpression results from loss of the maternal IGF2
allele and duplication of the paternal allele (paternal unidisomy)
but it is also associated with alterations in epigenetic imprinting at
11p15 [8]. Other components of the IGF signalling pathway such
as the IGFIR receptor [17] and IGF binding protein 2 (IGFBP2)
[18] are also overexpressed in ACC. Altogether these observations
suggest that overexpression of IGF2 could be involved in adrenal
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tumourigenesis. Consistent with this idea, IGF1R antagonists can
inhibit proliferation of the human adrenocortical carcinoma
H295R cell line both in culture and in xenograft experiments
[19,20].
Mouse models of increased Igf2 signalling recapitulate most of
the developmental and growth abnormalities found in BWS, but
fail to develop adrenal hyperplasia or tumours [21,22]. Transgenic
mice with overexpression of human IGF2 under the control of the
PEPCK promoter show 4 to 6 fold elevation of serum IGF2 levels
and moderate transgene expression in the adrenal cortex. This
results in mild adrenocortical hyperplasia characterised by a 1.5
fold increase in zona fasciculata volume [23]. However, these mice
did not develop adrenocortical tumours over the 18 months time
course of the study. This suggested that Igf2 overexpression might
not initiate adrenal tumour development but that it could be
involved in malignant progression.
In order to test this hypothesis, we have developed two
transgenic mouse models in which mouse Igf2 is specifically
overexpressed in the adrenal cortex through the regulatory
regions of the Akr1b7 or the P450SCC gene, which allow basal
and ACTH stimulated transgene expression. We have also
engineered a mouse model in which the two most frequent
genetic alterations found in ACC patients were combined by
mating Igf2 overexpressing mice with mice that express a
constitutive active b-catenin in the adrenal cortex (DCat mice)
[14].
Our analysis of these models shows that Igf2 overexpression
does not induce adrenal tumour development although it triggers
aberrant recruitment of adrenal progenitors cells in a hedgehog
independent manner. We also show that Igf2 overexpression in
the context of constitutive b-catenin activation only has a mild
promoting effect on tumour progression. Altogether, these data
strongly suggest that despite marked overexpression in adrenal
carcinomas, Igf2 is unlikely to play a major role in either tumour
initiation or progression in the adrenal cortex.
Materials and Methods
Ethics statement
All animal studies were approved by Auvergne Ethics Com-
mittee and were conducted in agreement with international
standards for animal welfare in order to minimize animal
suffering.
Construction of the transgenes
The 0.5 Akr1b7:Igf2 transgene was constructed by inserting the
cDNA of mouse Igf2 into the 0.5 Akr1b7-CAT-int backbone. The
0.5Akr1b7-CAT-Int construct contains the2510/+44 fragment of
the mouse Akr1b7 gene fused to a reporter gene composed of the
CAT coding sequence followed by the mini-intron and polyad-
enylation signal from SV40 T antigen sequences. These sequences
are followed by 3.5 kb of an intragenic fragment spanning intron 1
to 2 of the Akr1b7 gene. The CAT reporter gene was excised from
the 0.5 Akr1b7-CAT-Int transgene by a NcoI digestion. This was
followed by a fill-in of the cohesive ends by Klenow polymerase
and subsequent XhoI digestion. The complete mouse Igf2 cDNA
(positions 1126 to 1668 on sequence NM_010514.2) was amplified
from mouse liver mRNAs using primers Igf2-Fwd-59-CCCTCGA-
GACCATGGGGATCCCAGTG-39 and Igf2-Rev-59-AAAG-
TACTTTTTCACTGATGGTTGCTGGAC-39. These primers
contained XhoI (Fwd) and ScaI (Rev) restriction sites that were
included in the PCR fragment. After digestion with XhoI and
ScaI, the PCR fragment was cloned into the XhoI and blunted
NcoI sites of the 0.5 Akr1b7-Int construct.
The 4.5 Scc:Igf2 transgene was constructed by cloning the
regulatory sequences of the human P450SCC gene and mouse
Igf2 cDNA in the pBL-CAT3 backbone. For this, the CAT gene
was excised from the pBLCAT3 reporter plasmid by a NcoI
digestion. This was followed by a fill-in of the cohesive ends by
Klenow polymerase and subsequent XhoI digestion. The mouse
Igf2 cDNA was the inserted in this plasmid as described above,
resulting in the pBL-Igf2 construction. Regulatory regions from
the human P450SSC gene (24400/+55) were amplified from
human genomic DNA using primers SCC-Fwd-59-GCTCTA-
GAGCGACCCCTCCCAAGGCCAAACAAA-39 and SCC-Rev-
59-CCCTCGAGGGCCCACAGCTGTGACTGTAC-39. These
contained an XbaI (Fwd) and an XhoI (Rev) sequence. The
PCR product was digested by XhoI and XbaI. It was subsequently
cloned into pBL-Igf2 after an XhoI/XbaI digestion.
Mice
All animal studies were approved by Auvergne Ethics Com-
mittee and were conducted in agreement with international
standards for animal welfare. Mice were culled by decapitation at
the end of experiments. Tissues were collected, frozen in liquid
nitrogen and stored at 280uC.
Generation of transgenic mice
Transgenic mice were generated by additive transgenesis.
Before micro-injection, the 0.5 Akr1b7:Igf2 and 4.5 Scc:Igf2
transgenes were excised by KpnI/HindIII and EcoRI/SalI
digestions, respectively. The resulting linearized fragment was
injected into fertilised B6D2 mouse oocytes. Detection of
transgenic founders and determination of copy numbers were
performed by southern blotting. Eight and three founders were
generated for the 0.5 Akr1b7:Igf2 and 4.5 Scc:Igf2 lines,
respectively (Figure S1). Founders F0–10, F0–20 and F0–22
transmitted the 0.5 Akr1b7:Igf2 transgene to their offspring.
Founders F0–14 and F0–19 transmitted the 4.5 Scc:Igf2
transgene. Semi quantitative RT-PCR analyses were used to
select the lines with the most specific expression pattern and
highest expression levels in the adrenal gland. Lines F0–20 (0.5
Akr1b7:Igf2) and F0–19 (4.5 Scc:Igf2) were selected for further
experiments. The line bearing the 0.5 Akr1b7:Igf2 transgene will
be referred to as AdIgf2 throughout this manuscript. The line
bearing the 4.5 Scc:Igf2 transgene will be referred to as Scc:Igf2.
DCat mice were previously described [24]. They were generated
by mating Catnblox(ex3) mice [25] with 0.5 akr1b7:Cre mice (24).
DCat;AdIgf2 and DCat;Scc:Igf2 lines were generated by mating
DCat mice with AdIGF2 and Scc:Igf2 transgenic lines respec-
tively.
Treatment with ACTH
Twelve month-old mice were treated chronically with intra-
muscular injections of 1.2 units of Synacthene Retard (tetracosac-
tide complexed with zinc chloride, Sigma-Tau Laboratories) every
other day, for two months.
Reverse-transcription quantitative PCR
Frozen tissues were disrupted in Nucleospin RNA II lysis buffer
(Macherey Nagel) using the Tissue-Lyser system (Qiagen). Total
mRNAs were extracted using the NucleoSpin RNA II kit,
according to manufacturer’s instructions. Five hundred ng of
mRNAs were reverse transcribed for 1 hour at 42uC with 5 pmol
of random hexamer primers (U1240; Promega), 200 units reverse
transcriptase (M1701; Promega), 2mM dNTPs and 20 units
RNAsin (N2615; Promega). Igf1r and 36b4 were amplified by
IGF2 and Adrenal Tumourigenesis
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standard PCR with 1.5 units of GoTaq polymerase (M8305;
Promega), 2mM of MgCl2, 2.5mM of dNTPs and 10pmol of
forward and reverse primers (Igf1R fwd-59 GA-
GAAATTTGTGGGCCCGGCATTGA and rev -59GCATC-
CAAGATGAGAGACCAGTCTA; 36b4 fwd-59
GTCACTGTGCCAGCTCAGAA and rev-59
TCAATGGTGCCTCTGGAGAT). Igf1R amplification was
carried out using the following conditions: 94uC, 30 s; 68uC,
30s; 72uC, 30s for a total of 30 cycles. 36b4 was amplified using the
following protocol: 94uC, 30 s; 60uC, 30s; 72uC, 30 s for 30 cycles.
Gene expression levels were measured by real-time quantitative
PCR (RTqPCR) using either probes from the Taqman gene
expression assays pool (Aplied Biosystems) or SYBR green and
standard PCR primers. In either case, 2 ml of diluted cDNAs (1/
40) were used as a template in each PCR reaction. For Taqman
analyses, each reaction was performed in duplicate in a final
volume of 15ml with 0.75 ml of the appropriate probe mix and
7.5ml of PCR Mastermix (Precision, Ic., Primerdesign.co.uk). For
SYBR Green analyses, each reaction was performed in duplicate
in a final volume of 25ml with 12.5ml of MESA Green qPCR mix
(Eurogentec) and 10 pmol of forward and reverse primer. Relative
mRNA accumulation was determined by the DDCt method with
peptidylprolyl isomerase B (ppib) as a standard for Taqman analyses
and with 36b4 as a standard for SYBR Green analyses. Unless
otherwise stated, statistical analysis was performed with Student’s
t-test. Taqman gene expression assay probes that were used in the
study are: Ppib Mm00478295_m1, Gli1 Mm004494645_m1,
Patched1 Mm00436026_m1, Pod1 Mm00448961_m1, Shh
Mm00436527_m1, Axin2 Mm00443610_m1, Lef-1
mM00550265_m1, Vegf-A Mm01281449_m1, Nov/Ccn3
Mm00456855_m1, Connexin-a43 (Gja1) Mm00439105_m1.
Primer sequences for genes studied with SYBR Green are: 36b4
Fwd-59 GTCACTGTGCCAGCTCAGAA and 36b4 Rev: 5’
TCAATGGTGCCTCTGGAGAT; Cyclin D1 Fwd: 5’
TCTCCTGCTACCGCACAAC and Cylin D1 Rev: 5’
TTCCTCCACTTCCCCCTC.
Histology and immuno-histochemistry
Adrenals were fixed in 4% paraformaldehyde overnight. After
two washes in PBS, adrenals were dehydrated through an ethanol
gradient and incubated for two hours in Histoclear (HS200;
National diagnostics). They were then embedded in paraffin and
5 mm sections were cut. For evaluation of general morphology,
sections were stained with haematoxylin and eosin on a Microm
HMS70 automated processor (Microm Microtech, France),
according to standard procedures. Immunodection of Igf2 1/100
(ab9574, Abcam), phospho-S6 1/250 (2217, Cell signaling),
phospho-S6Kinase 1/100 (Ab32359, Abcam), GATA4 1/50
(SC1237, Santa Cruz), b-catenin 1/1000 (610153, BD Biosciences
Pharmingen) Dab2 1/1000 (610464, BD Biosciences), Akr1b7 1/
200 [26], Sf-1 1/1000 (a kind gift of Dr Ken Morohashi, Fukuoka,
Japan) and Ki-67 1/1000 (RM-9106, Thermo Fisher Scientific)
were carried out on an Intavis InSitu Pro VSi automated processor
(Intavis AG, Germany).
For immunohistochemical analyses, antigen retrieval was
performed by boiling rehydrated sections in sodium citrate
10 mM pH 6 tween 0.05% for 20 min, with the exception of Sf-
1 and GATA4, which were detected after 20 min boiling in Vector
Antigen Retrieval Solution (H3300, Vector Labs). Primary
antibodies were detected with the appropriate secondary antibod-
ies, coupled to biotin (1/500, Jackson Immunoresearch). Biotin
was then complexed with streptavidin coupled to Horse Radish
Peroxidase (HRP) (016–030–084, Jackson Immunoresearch). HRP
activity was detected with the chromogenic substrate Novared
(SK4800, Vector Labs). The double staining for Dab2 and Akr1b7
was obtained following a similar protocol. The two proteins were
sequentially detected by amplification with TSA-Alexa555 (Mo-
lecular Probes) and TSA-Alexa488 (Molecular Probes) flurorescent
HRP substrates. To avoid cross-reaction, HRP was inactivated by
incubation with 0.02% HCl for 20 min after detection of the first
antibody.
In situ hybridisation
Paraffin-embedded tissues were cut as 10 mm sections on
Superfrost Plus slides. In situ hybridisation was conducted
according to a standard protocol [27].
Evaluation of cell proliferation
In smaller adrenals, Ki67-positive cells were counted on the
entire adrenal surface. The number of cells was corrected to
section surface and was expressed as a percentage of one of the
wild-type control adrenals. Counting was performed separately in
the cortex and medulla. Results represent the mean of at least 6
individual counts 6 standard deviation. In larger tumours,
proliferation index was evaluated by counting Ki67-positive cells
in five high power field pictures (x40 magnification) for each
individual tumour. This was then expressed as a percentage of
the total cell count for each field. For each individual adrenal,
results were expressed as the mean of counts in five independent
fields.
Results
In order to induce overexpression of Igf2 in steroidogenic cells
of the adrenal cortex we developed transgenic mice in which
mouse Igf2 expression was driven by 500 bp of the regulatory
regions and 3.5 kb of the intronic regions of the Akr1b7 gene
(Figure S1A). This regulatory element has been previously shown
to induce transgene expression in steroidogenic cells of the cortex
starting at E14.5 [28]. Three transgenic lines differing by the
genomic insertion site and copy numbers were generated
(Figure S1B). Line 20, which showed highest expression in the
adrenal by RT PCR (data not shown) was kept for further studies.
It will thereafter be referred to as AdIgf2. We also generated a
second transgenic line in which Igf2 expression was driven by
4.5 kb of the regulatory regions of the human P450SCC gene.
This transgene allows expression from E11.5 in steroidogenic cells
of both the adrenal cortex and the gonad [29]. Out of the two
established lines, we selected line 19 in which expression in the
adrenal was highest (Figure S1B and data not shown). These mice
will be referred to as Scc:Igf2 line. They have been used as a
control in order to confirm that the phenotypes observed in AdIgf2
adrenals were actually resulting from Igf2 overexpression and not
from transgene insertion effects. The core of the experiments in
the present manuscript has been conducted with females from the
AdIgf2 transgenic line.
Further characterisation of the AdIgf2 transgenic line by
RTqPCR showed a 6.8-fold increase in Igf2 in the adrenal
cortex of transgenics compared with WT (Figure 1A). There was
no significant overexpression in the other tissues tested,
confirming the specificity of transgene activity. Igf2 expression
was then assessed in situ by immunohistochemistry. Igf2 was
barely expressed in the WT adrenal cortex (Figure 1B, a). In
contrast, the protein was detected throughout the cortex, in
virtually all steroidogenic cells of AdIgf2 adrenals (Figure 1B, b).
Igf2 signals by binding to the Igf1-receptor and activates both the
PI3K and MAPK pathways. RT-PCR showed expression of
similar levels of Igf1r in WT and AdIgf2 adrenals (Figure S2A).
IGF2 and Adrenal Tumourigenesis
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We then assessed the ability of Igf2 to induce signalling events in
the adrenal cortex by analysing expression of the phosphorylated
S6 protein. These experiments showed a basal level of S6
phosphorylation in WT adrenals with few cortical cells exhibiting
cytoplasmic staining (Figure 1B, c). In contrast, AdIgf2 adrenals
showed strong S6 phosphorylation in almost all steroidogenic
cells of the cortex (Figure 1B, d). Similar observations were made
for the upstream phosphorylated-S6Kinase (Figure S2B). Alto-
gether, these experiments showed that AdIgf2 transgenic mice
overexpressed Igf2, which resulted in increased Igf2 signalling in
the adrenal cortex.
The effect of Igf2 overexpression on cortical organisation was
then assessed by haematoxylin/eosin staining on sections from
10 month-old AdIgf2 adrenals. These experiments showed that
the overall cord-like structure found in the zona fasciculata, was
preserved in AdIgf2 adrenals (Figure 1C, b) compared with wild-
type tissue (Figure 1C, a). However AdIgf2 adrenals were
characterised by accumulation of large amounts of small
basophilic cells at the periphery of the cortex, which in the
most extreme cases, almost covered a third of cortical surface
(Figure 1C, b black arrows). Most of these cells were elongated
with scarce cytoplasm and resembled mesenchymal capsular cells
(Figure 1C, b inset). Analysis of steroidogenic factor 1 (Sf–1,
Figure 1C, d) and Akr1b7 (Figure 1C, f) expression showed that
fasciculata cells maintained their molecular identity. Interestingly,
the basophilic cells did not express Sf-1 (Figure 1C, d inset) or
Akr1b7 (Figure 1C, f inset), indicating that they were undiffer-
entiated. However, some but not all of these cells, expressed the
transcription factor GATA4 (Figure S2 C, b) which was almost
undetectable in wild-type adrenals (Figure S2 C, a). This was
reminiscent of the spindle-shaped cells that accumulate at the
cortical periphery in some strains of mice at the initiation of
castration-induced neoplasia [30]. Disabled-2 (Dab2), a recently
identified molecular marker of zona glomerulosa differentiation
[31] was expressed under the capsule of wild-type adrenals
(Figure 1C, g). In AdIgf2 adrenals, Dab2 was still expressed in
the outer cortex. However, Dab2 expression domain was
displaced inwards by accumulation of the undifferentiated
basophilic cells (Figure 1C, h) that were negative for Dab2
expression (Figure 1B, h inset). Co-immunohistochemistry for
Dab2 and Akr1b7 showed that the relative positions of zona
glomerulosa (Dab2) and zona fasciculata (Akr1b7) were unaltered
by Igf2 overexpression (Figure S2D). Altogether, these experi-
ments suggested that Igf2 overexpression did not alter cortical
architecture but that it induced accumulation of undifferentiated
basophilic subcapsular cells. Absence of Igf2 (Figure 1D, a, black
arrows) expression and S6 phosphorylation (Figure 1D, b, black
arrows) in these cells suggested that their accumulation was
triggered by indirect mechanisms that did not involve the PI3K/
S6K pathway. Alternatively, this may reflect involvement of this
pathway in the recruitment of these cells at an earlier time-point.
King and colleagues recently showed that adrenal cortex
renewal occurred through recruitment of subcapsular progenitor
cells in response to Shh signalling. Progenitors were undifferen-
tiated (Sf-1 negative) and characterised by expression of Patched1
and Gli1. Shh was expressed by poorly differentiated Sf-1-positive
cells localised in the vicinity of the zona glomerulosa [32]. The
localisation, histological and molecular characteristics of the
supernumerary mesenchymal subcapsular cells in AdIGF2 adre-
nals suggested that they could represent abnormally accumulated
progenitors. Indeed, RTqPCR analysis showed markedly in-
creased expression of both Gli1 and Ptch1 in 10 month-old AdIgf2
compared with wild-type adrenals (Figure 1E). Pod1, another
putative marker of adrenal progenitor cells was also significantly
upregulated in AdIgf2 adrenals (Figure 1E). These observations
were further substantiated by the presence of increased Pod1 and
to a lesser extent Gli1 in situ hybridisation staining in the outer
cortex and capsule of AdIgf2 adrenals (Figure 1F, b, d) compared
with wild-type (Figure 1F, a, c). Surprisingly though, Shh
expression was significantly decreased (Figure 1E), suggesting that
accumulation of progenitors in response to Igf2 overexpression
was independent of Hedgehog signalling.
In order to confirm that these effects were strictly dependent
on Igf2 over-expression, similar experiments were performed on
Scc:Igf2 transgenic mice in which Igf2 expression was driven by
P450SCC regulatory regions (Figure S1). RTqPCR analysis
showed that Scc:Igf2 mice expressed levels of Igf2 that were
slightly higher than in AdIgf2 adrenals (10–11 fold Figure S3A).
Igf2 overexpression through P450SCC regulatory regions also
induced phosphorylation of S6 (Figure S3B) and resulted in
accumulation of progenitor cells albeit at a later timepoint
(Figure S3C&D). Altogether these data showed that Igf2
overexpression in the adrenal cortex of transgenic mice did not
alter adrenal architecture but induced accumulation of undiffer-
entiated progenitor cells, independently of Shh expression.
Molecular analyses on cell culture models suggested that Igf2
signalling could be involved in the stimulation of canonical Wnt/
b-catenin signalling. This crosstalk was assumed to play a role in
the potential oncogenic effects of Igf2 [33–37]. We have recently
shown that b-catenin is an adrenal oncogene involved in tumour
initiation in the adrenal cortex [14]. Therefore, we wanted to
investigate a potential involvement of Igf2 in Wnt signalling
stimulation in the adrenal cortex. Nucleo-cytoplasmic staining of
b-catenin is the gold standard in histological evaluation of
canonical Wnt signalling. We thus analysed b-catenin expression
by immunohistochemistry (Figure 2A). Adrenals from DCat mice
in which b-catenin is constitutively activated were included as a
control [14]. In the wild-type adrenal, nucleo-cytoplasmic b-
catenin accumulation was restricted to zona glomerulosa
(Figure 2A, a inset, white arrowheads). As previously published
[14], DCat adrenals showed nucleo-cytoplasmic b-catenin staining
throughout the cortex and within steroidogenic cells that invaded
the medulla (Figure 2A, b inset). In contrast, nucleo-cytoplasmic b-
catenin staining was restricted to zona glomerulosa in AdIgf2
adrenals (Figure 2A, c inset), although Igf2 was overexpressed
throughout the cortex (Figure 1B, b). As shown in Figure 1, zona
glomerulosa was displaced inwards by the accumulation of
basophilic subcapsular cells (Figure 2A, d inset). Altogether, these
observations suggested that Igf2 overexpression did not cause
canonical Wnt pathway stimulation in the adrenal cortex. In order
to confirm this hypothesis, we analysed expression of two b-
catenin target genes by RTqPCR. As expected, expression levels
of both Axin2 and Lef1 were markedly increased in DCat adrenals
(Figure 2B). In contrast, overexpression of Igf2 did not alter
expression of either target genes (Figure 2B). We thus concluded
that Igf2 overexpression did not result in canonical Wnt signalling
stimulation in the adrenal cortex.
IGF2 overexpression is found in almost all adrenal carcinomas
compared with adrenal adenomas or healthy adrenals [8,9]. This
suggests that Igf2 may be involved in carcinogenic transformation
in the adrenal. We thus evaluated proliferation in 10 month-old
AdIgf2 adrenals by counting the number of cells expressing Ki67
(Figure 2C). These experiments showed a modest but significant
increase in Ki67-positive cells in the cortex of AdIgf2 mice
compared with wild-type adrenals, whereas proliferation was
unaltered in the medulla (Figure 2D). Increased Ki67 staining was
randomly distributed throughout the cortex and was not
associated with accumulating progenitor cells (data not shown).
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Figure 1. Characterisation of AdIgf2 transgenic mice adrenals. A- Igf2 is overexpressed in the adrenals of transgenic mice. Igf2
expression was analysed by RTqPCR on cDNAs from adrenals, kidneys, liver, spleen, ovaries and testes of 10 month-old wild-type (WT) and AdIgf2
transgenic mice. Bars represent the mean relative quantification (Rq AdIgf2/WT) of Igf2 expression for each tissue in at least 4 samples per genotype
6 standard deviation. P-value was calculated using Student’s t-test. B- Igf2 signalling is increased in AdIgf2 adrenals. Expression of Igf2 (a–b)
and of the phosphorylated ribosomal protein S6 (c–d) was analysed by immunohistochemistry in WT and AdIgf2 adrenals. C- Effect of Igf2
overexpression on adrenal histology and differentiation. Histology was analysed by haematoxylin & eosin staining in wild-type (a) and AdIgf2
(b) adrenals. Expression of Sf-1 (c–d), Akr1b7 (e–f) and Dab2 (g–h) was analysed by immunohistochemistry in WT and AdIgf2 adrenals. Black arrows
show infiltrating mesenchymal subcapsular cells. D- Igf2 and phospho-S6 are not expressed in subcapuslar mesenchymal cells. Igf2 (a) and
phospho-S6 (b) were immunodetected in AdIgf2 adrenals and the tissue was counterstained with haematoxylin. E- Adrenal progenitor cells
markers are overexpressed in AdIgf2 adrenal. Expression of the progenitor cells markers, Gli1, Ptch1, Pod1 and Shh was analysed by RTqPCR
on cDNAs from wild-type (WT) and AdIgf2 adrenals. Bars represent the mean relative quantification (Rq AdIgf2/WT) of gene expression for each
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This modest increase in proliferation was not associated with
increased Cyclin D1 expression as measured by RTqPCR, which
was in agreement with the absence of Wnt/b-catenin signalling
stimulation (Figure 2E). Analysis of adrenal histology (Figure 2F,
a–c) and Ki67 expression (Figure 2F, d–f) in 14 month-old
adrenals showed that there was no progression of the adrenal
phenotype over time. These observations suggested that Igf2
overexpression was not sufficient to trigger adrenal cortex
tumourigenesis. However, Igf2 overexpression in this setup was
mild (6.8 fold) compared to overexpression in ACC patients (from
10 to 1000 fold). We thus took advantage of the sensitivity to
ACTH of the transgenic construct to increase Igf2 expression. For
these experiments, 12 month-old AdIgf2 mice were treated three
times a week with 1.2 units of long acting ACTH for two months.
This resulted in an 87 6 4 fold increase in Igf2 expression as
measured by RTqPCR (Figure S3E). As expected, chronic ACTH
exposure caused marked hypertrophy of cortical cells (Figure 2F,
g) compared with both wild-type (Figure 2F, a) and untreated
AdIgf2 adrenals (Figure 2F, b–c). However, the marked increase in
Igf2 expression had no obvious effect on either cortical organisa-
tion (Figure 2F, g) or proliferation as measured by Ki67 expression
(Figure 2F, h). Altogether, these data strongly suggested that Igf2
overexpression alone could not trigger tumour development in the
adrenal cortex.
In ACC patients, IGF2 overexpression is frequently associated
with constitutive activation of b-catenin. This suggests that
marker in at least 6 adrenals per genotype 6 standard deviation. P-value was calculated using Student’s t-test. F- Pod1 and Gli1 are
overexpressed in AdIgf2 adrenals. Pod1 and Gli1 expression domains were analysed by in-situ hybridisation in wild-type (a, c) and AdIgf2 (b, d)
adrenals. In all panels, arrows show mesenchymal subcapsular cells. M, medulla; F, fasciculata; G, glomerulosa; Co, cortex; Ca, capsule. Scale bar is
80 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0044171.g001
Figure 2. Igf2 overexpression does not initiate adrenal tumourigenesis. A- b-catenin is not activated in AdIgf2 adrenals. b-catenin
expression was analysed by immunohistochemistry in wild-type (WT, a), DCat (positive control, b) and AdIgf2 (c–d) adrenals. Section in c was
counterstained with haemotxylin. Nucleo-cytoplasmic staining of b-catenin (white arrowheads) is restricted to zona glomerulosa in WT and AdIgf2
adrenals but spreads throughout the cortex and inside the medulla in DCat adrenals. Black arrows show infiltrating mesenchymal subcapsular cells. B
-Wnt pathway is not activated in AdIgf2 adrenals. Expression levels of Axin2 and Lef-1, two canonical Wnt pathway targets, were determined
by RTqPCR with cDNAs from wild-type, AdIgf2 and DCat (positive control) adrenals. Bars represent the mean relative quantification (Rq Tg/WT) of
gene expression for each gene in at least 6 adrenals per genotype6 standard deviation. P-value was calculated using Student’s t-test. C- Analysis of
Ki67 expression. Ki67 was detected by immunohistochemistry on wild-type (WT, a) and AdIgf2 adrenals (b). D- Proliferation is not increased in
AdIgf2 adrenals. Numbers of Ki67-positive cells in a whole adrenal section were counted separately in the cortex (Co) and medulla (M). For each
zone, the number of cells was corrected for surface and is expressed as a percentage of Ki67-positive cells in one of the control individuals. Bars
represent the mean of at least 7 individual counts in wild-type and AdIgf2 adrenals 6 standard deviation. P-value was calculated using Student’s t-
test. E- Cyclin D1 expression is not increased in AdIgf2 adrenals. Expression of Cyclin D1 was analysed by RTqPCR with cDNAs from Wild-type
and AdIgf2 adrenals. Bars represent the mean relative quantification (Rq AdIgf2/WT) of gene expression in at least 5 adrenals per genotype 6
standard deviation. P-value was calculated using Student’s t-test. F- Igf2 overexpression does not induce adrenal tumour formation. The
phenotype of AdIgf2 adrenals was followed over a 14 months time course by haematoxylin & eosin staining (b–c) and immunohistochemistry for Ki67
(e–f). A 10 month-old wild-type adrenal was included as a reference (WT, a, d). Some twelve month-old AdIgf2 mice were treated with ACTH for two
months in order to increase Igf2 expression. Adrenal histology and proliferation were then assessed by haematoxylin & eosin staining (g) and Ki67
immunohistochemistry (h). Arrows show mesenchymal subcapsular cells. M, medulla; F, fasciculata; G, glomerulosa; Co, cortex. Scale bar is 80 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0044171.g002
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alterations in both pathways may accelerate malignant tumour
progression. We thus tested this hypothesis by mating AdIgf2
mice with DCat mice to generate DCat;AdIgf2 compound
transgenics. Our initial analysis focused on 10 month-old mice
for which we previously generated most of our data. As expected,
constitutive activation of b-catenin through deletion of the third
exon of the Ctnnb1 gene, resulted in benign adrenal hyperplasia,
accumulation of basophilic sub-capsular cells (Figure 3A, b inset,
black arrows) and ectopic differentiation of zona glomerulosa
cells, shown by expansion of the domain of Disabled2 (Dab2)
expression throughout the cortex and inside the medulla
(Figure 3A, e). Surprisingly, overexpression of Igf2 in the context
of constitutive b-catenin activation did not significantly alter
adrenal histology (Figure 3A, c) or Dab2 expression (Figure 3A, f
and Figure S4) in the majority of double transgenics when
compared with DCat mice. The moderate effect of Igf2
overexpression in a DCat context was also observed by
histological analysis of compound transgenics in which Igf2 was
overexpressed through P450SCC regulatory regions (DCat;Sc-
c:Igf2, Figure S5). Analysis of the proliferative parameters by
Ki67 staining, showed that the number of proliferating cells was
significantly increased in the cortex and medulla of DCat
(Figure 3B, b & Figure 3C, a) and DCat;AdIgf2 (Figure 3B, c
& Figure 3C, a) adrenals when compared with wild-type
(Figure 3B, a & Figure 3C, a). However there was no significant
difference between the two genotypes (Figure 3B & C, a). This
was further corroborated by RTqPCR analysis of Cyclin D1
expression (Figure 3C, b). Altogether, these experiments suggest-
ed that there was no major acceleration of tumour development
upon overexpression of Igf2 in the context of constitutive b-
catenin activation in 10 month-old adrenals. In order to confirm
these observations, we analysed expression of three markers
associated with malignancy in ACC patients (Figure 3D).
Expression of Vegf-A was significantly increased in both DCat
and DCat; AdIgf2 adrenals. However, there was no further
significant increase in DCat; AdIgf2 when compared with DCat
adrenals. Absence of an additive effect of Igf2 was also confirmed
for connexin-alpha 43 (Cnx43) for which there was a similar
down-regulation in both genotypes. In contrast with our previous
analysis of 18 month-old DCat adrenals [14], we did not observe
an alteration of Nov/Ccn3 expression upon constitutive activa-
tion of b-catenin in 10 month-old mice. Again, overexpression of
Igf2 had no impact on Nov/Ccn3 expression (Figure 3D).
Collectively, these data suggested that Igf2 did not cooperate
with b-catenin in the early steps of adrenal cortex tumourigen-
esis.
We then evaluated a possible cooperation at later stages by
analysing 14 month-old transgenic mice. At this stage, DCat mice
showed quite homogenous signs of tumour progression. Cortical
dysplasia was evident (Figure 4A, b) and the cortex was mostly
composed of glomerulosa cells as shown by Dab2 staining
(Figure 4A, f). Fasciculata differentiation, analysed by Akr1b7
immunohistochemistry (Figure 4A, j), was also altered when
compared with wild-type (Figure 4A, i). However there were no
obvious signs of malignant progression. Consistent with these
histological observations, Ki67 labelling index (Figure 4A, n) was
increased when compared with wild-type mice but only one
individual exceeded the 5% threshold considered as a marker of
malignancy in patients [38] (Figure 4B, a). Anatomo-pathological
evaluation showed that 4/5 DCat adrenals had a Weiss score of
0 and 1/5 had a Weiss score of 1 resulting from a marked
decrease in the number of clear cells and accumulation of
compact cells (Figure 4C & Figure S7). Histological analysis of
DCat;AdIgf2 adrenals showed a broader range of phenotypes.
Compound transgenics had histological features reminiscent of
14 month-old DCat adrenals, characterised by massive cortical
dysplasia (Figure 4A, c–d), accumulation of basophilic spindle-
shaped cells (Fig 4Ac) and cortical and medullary invasion by
Dab2-positive zona glomerulosa cells (Figure 4A, g–h). However,
these features were generally exacerbated when compared with
stage-matched DCat adrenals. Indeed, the majority of DCat;A-
dIgf2 adrenals (6/7) exhibited a Weiss score of 1 or above
(Figure 4C, p= 0,01 for Weiss $ 1 in Fisher’s exact test), mostly
characterised by prominent anisokaryosis and the presence of
large nucleoli (Figure 4A, d, inset). One adrenal exhibited more
profound alterations with both nuclear pleomorphism and the
presence of mitoses (Weiss 2, Figure 4A, d, h, l, p). Small areas of
oedematous remodelling (2/7) and leukocyte invasion (2/7) were
also observed. In the most advanced tumours, Dab2 (glomeru-
losa, Figure 4A, h) and Akr1b7 (fasciculata, Figure 4A, l) were
virtually undetectable, indicating loss of functional differentiation.
The presence of these more aggressive features was correlated
with increased Ki67 labelling index, which exceeded 20% in 2/7
DCat;AdIgf2 adrenals (Figure 4A, p & Figure 4B, a). The relative
acceleration of tumour progression in response to Igf2 overex-
pression was also associated with a significant increase in Cyclin
D1 expression in DCat;AdIgf2 when compared with DCat
adrenals (Figure 4B, b), but did not result in further deregulation
of malignancy markers expression (Figure S6 compared with
Figure 3D). Altogether, these observations suggested that Igf2
overexpression had a moderate but significant promoting effect
on tumour progression in 14 month-old DCat mice. This was
also confirmed in the independent DCat;Scc:Igf2 compound
transgenic line (Figure S7).
Adrenal tumour patients only show IGF2 overexpression in
carcinomas but not adenomas. We thus decided to mimic this
situation by further inducing Igf2 expression in DCat;AdIgf2
adrenals, right before the onset of spontaneous aggressive tumour
transition. For this, 12 month-old DCat and DCat;AdIgf2
transgenic mice were treated with ACTH for two months. This
resulted in a further 3.5 fold increase of Igf2 expression in adrenals
from ACTH-treated DCat;AdIgf2 mice when compared with
untreated animals (27 fold when compared with non transgenic
animals, Figure S3E). As expected, this treatment did not induce
Igf2 expression in DCat mice (Figure S3E). Histological analysis
showed that ACTH treatment resulted in marked cellular
hypertrophy (Figure 4D, d–e) in both DCat and DCat;AdIgf2
adrenals. It also induced an exacerbation of the tumour phenotype
in both genotypes. Indeed, all animals had at least a Weiss score of
2 (Figure 4C, p= 0,0022 for DCat vs DCat + ACTH; p= 0,0047
for DCat;AdIgf2 vs DCat;AdIgf2 + ACTH in Fisher’s exact test).
This score was associated with both accumulation of compact cells,
marked nuclear pleomorphism and enlarged nucleoli in both
genotypes (Figure 4D, d–e, insets, white arrowheads). However, all
these features were much more obvious in DCat;AdIgf2 than in
DCat adrenals. Large areas of oedematous remodelling (Figure 4D,
b, c, f, g, dashed lines and inset in g) and leukocyte infiltration
(Figure 4C) were also essentially observed in this group. One
ACTH-treated DCat;AdIgf2 adrenal presented as an overt
carcinoma in situ (Weiss 3) with diffuse architecture (Figure 4D,
c) high grade nuclear alterations, oedematous remodelling
(Figure 4D, f, dashed line) and large areas of necrosis (Figure 4D,
f, inset). ACTH treatment also induced a significant increase in
Ki67 labelling index in DCat adrenals compared with their
untreated counterparts (Figure 4B, a). Although the increase in
Ki67 index was not significant in the DCat;AdIgf2 group it
resulted in a slight shift upwards (mean 15% vs 11%) and in one
adrenal showing a 34% index. Despite these aggressive features,
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ACTH treatment resulted in a normalisation of Cyclin D1
expression in both DCat and DCat;AdIgf2 adrenals. From these
experiments, we concluded that elevating Igf2 expression acceler-
ated tumour progression and induced carcinoma in situ develop-
ment in the context of constitutive b-catenin activation. However,
ACTH also had an intrinsic effect on tumour progression in DCat
adrenals even though Igf2 expression levels were not increased
(Figure S3E).
Discussion
Despite recent progress, the molecular mechanisms of malig-
nant adrenal cortical tumour development still remain elusive. The
growth factor IGF2 is overexpressed in almost all adrenal cortical
carcinomas, suggesting that it may play a role in malignant
adrenal tumour formation in patients [8–10,39]. Here, we show
that overexpression of Igf2 from 7 to 87 fold over basal levels does
not result in adrenal tumour formation in transgenic mice over 14
months, despite a mild increase in cortical cell proliferation
(Figures 1 & 2). This indicates that Igf2 alone may stimulate
adrenal cortical proliferation but that it is not able to induce
oncogenic transformation. This observation is consistent with
previously published data, showing that a 4 to 6-fold elevation of
serum IGF2 levels in PEPCK-IGF2 transgenic mice did not
induce adrenal tumour development [23]. The absence of
oncogenic activity of Igf2 in the adrenal gland of transgenic mice
may seem surprising at first. However, most models of Igf2
overexpression do not develop tumours although they recapitulate
developmental overgrowth alterations associated with BWS
[21,22]. Interestingly though, about 20% of transgenic mice with
overexpression of IGF2 under the control of the MMTV (Mouse
Mammary Tumour Virus) promoter develop lung tumours after
6 months of age. This proportion rises to about 70% after
18 months [40]. This suggests that in this particular tissue IGF2
may behave as a weak oncogene. Surprisingly, the same transgenic
mice do not show tumour development in the mammary
epithelium, despite a 50 to 100-fold increase in IGF2 expression
in their mammary glands and an inhibition of apoptosis during
involution [41]. Therefore the oncogenic potential of Igf2 seems
tissue-specific. Igf2 signalling relies on the IGF1R receptor, which
can mobilise multiple intracellular pathways, including PI3K/
AKT and MAP Kinases [42]. One hypothesis that could account
for tissue-specific activity of Igf2 is the coupling of IGF1R
signalling with distinct pathways, depending on the cell type. In
Figure 3. Analysis of the cooperation between b-catenin activation and Igf2 overexpression in 10 month-old mice. A- Igf2
overexpression in 10 month-old DCat mice does not significantly alter the adrenal phenotype. AdIgf2 mice were mated with DCat mice
to generate DCat;AdIgf2 compound animals. The adrenal phenotype in 10 month-old mice was analysed by haematoxylin & eosin staining (a–c) and
immunohistochemistry for Dab2. Black arrows show infiltrating subcapsular mesenchymal cells. B- Analysis of Ki67 expression in 10 month-old
DCat;AdIgf2 adrenals. Ki67 expression was analysed by immunohistochemistry in wild-type (B, a), DCat (B, b) and DCat;Igf2 (B, c) adrenals. C- Igf2
overexpression in DCat mice does not significantly increase proliferation. a-Counting of Ki67-positive cells. Numbers of Ki67-positive
cells in a whole adrenal section were counted separately in the cortex (Co) and medulla (M). For each zone, the number of cells was corrected for
surface and is expressed as a percentage of Ki67-positive cells in one of the control individuals. Bars represent the mean of at least 7 individual counts
in wild-type, DCat and DCat;AdIgf2 adrenals 6 standard deviation. P-value was calculated using Student’s t-test. b- Analysis of Cyclin D1
expression. Cyclin D1 expression was analysed by RTqPCR with cDNAs from wild-type, DCat and DCat;AdIgf2 adrenals. Bars represent the mean
relative quantification (Rq Tg/WT) of gene expression in at least 7 adrenals per genotype 6 standard deviation. P-value was calculated using
Student’s t-test. D- Analysis of malignancy markers expression. Expression of VegfA, Connexina43 (cnx43) and Nov/Ccn3 was analysed by
RTqPCR with cDNAs from wild-type (WT), DCat and DCat;AdIgf2 adrenals. Bars represent the mean relative quantification (Rq Tg/WT) of gene
expression for each marker in at least 7 adrenals per genotype 6 standard deviation. P-value was calculated using Student’s t-test. M, medulla; F,
fasciculata; G, glomerulosa. Scale bar is 80 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0044171.g003
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Figure 4. Overexpression of Igf2 results in a mild acceleration of tumour progression in 14 month-old DCat adrenals. A-
Histological analysis of the adrenal phenotype. Adrenal phenotype in DCat and DCat;AdIgf2 mice was evaluated by haematoxylin & eosin
staining (a–d) and by immunohistochemistry for Dab2 (e–h), Akr1b7 (i–l) and Ki67 (m–p). One column represents analysis of different sections from
the same adrenal. Two DCat;AdIgf2 individuals showing the mildest (c, g, k, o) and worst (d, h, l, p) phenotypes were included. Black arrows show
infiltrating mesenchymal subcapsular cells. White arrowheads show regions of nuclear pelomorphism. Black dashed lines in d demarcate areas of
oedematous remodelling. B- Analysis of proliferation. a- Ki67 labelling-index was determined by counting the number of Ki67-positive cells over
the total number of cells in five representative 40X fields per adrenal. Each individual index was plotted. The bar represents the mean index value for
each group. DCat + ACTH and DCat;AdIgf2 + ACTH adrenals were obtained from 14 month-old DCat and DCat;AdIgf2 animals that were treated with
ACTH for two months before culling. P-value was calculated using ANOVA followed by a post-hoc Fisher LSD test. b- Cyclin D1 expression was
analysed by RTqPCR with cDNAs from wild-type, DCat, DCat;AdIgf2, DCat + ACTH and DCat;AdIgf2 + ACTH adrenals. Bars represent the mean relative
quantification (Rq Tg/WT) of gene expression in at least 7 adrenals per genotype6 standard deviation. P-value was calculated using ANOVA followed
by a post-hoc Fisher LSD test. C- Determination of the Weiss score. Weiss score was determined by a trained pathologist, using the criteria
defined by Weiss for human adrenal tumours. The table only shows the criteria that were observed in our cohort. The table also includes the number
of animals showing a Ki67 index above the critical 5% threshold as well as leukocyte infiltration and occurrence of oedematous remodelling.
Statistical analysis was performed by a Fisher Exact Test. Exponent letters correspond to statistically significant differences (p,0.03) between control
DCat and DCat;AdIgf2 adrenals (a), control and ACTH-treated DCat adrenals (b) and control and ACTH-treated DCat;AdIgf2 adrenals (c). Some values
had to be considered as a group, to reach significance in the paired comparisons (brackets). D- Histological analysis of DCat and DCat;AdIGF2
adrenals in ACTH-treated animals. Twelve month-old DCat and DCat;AdIgf2 mice were treated for two months with ACTH before culling. Their
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this respect, one interesting observation is that in various cell lines
in culture, mobilisation of the Igf1 receptor by Igf2, Igf1 or insulin
can stimulate Wnt signalling, through inhibition of GSK3b [33] or
phosphorylation and activation of b-catenin [34–37]. These
mechanisms were proposed to account for some of the oncogenic
activities of Igf2 and would be particularly relevant for the adrenal,
as we previously showed that b-catenin was a bona fide oncogene in
the adrenal cortex [14]. However, our analysis of b-catenin
expression by immunohistochemistry, and of Wnt target genes
expression by RTqPCR, failed to show activation of the Wnt/b-
catenin pathway in Igf2 transgenic adrenals (Figure 2). It is
therefore tempting to speculate that the absence of oncogenic
activity of Igf2 in the adrenal may result, at least in part, from its
incapacity to activate canonical Wnt signalling in this particular
tissue.
Although overexpression of Igf2 per se may have low oncogenic
potential in transgenic mouse models, there is ample evidence that
Igf2 can cooperate with other pathways to accelerate tumour
progression. This has been particularly well established for Wnt-
dependent carcinogenesis in the colon. Indeed, increasing Igf2
levels through LOI (heterozygous deletion of H19) or with a
keratin 10 promoter increases the number and size of colon
adenomas as well as malignant progression in APCMin/+ mice [43–
45]. Conversely, the reduction of Igf2 expression resulting from
deletion of the transcriptionally active paternal allele or from the
use of a soluble form of the scavenger IGF2R receptor, is
associated with reduced number of adenomas and decreased
malignant progression [44,45]. Similar observations were also
made in hedgehog/patched-dependent medulloblastomas and
rhabdomyosarcomas [46,47]. In malignant adrenal cortical
tumours, the second most frequent alteration after IGF2
overexpression is constitutive activation of b-catenin [11,13].
Carcinomas that developed with low frequency in DCat mice
never showed spontaneous overexpression of Igf2 (14 and
unpublished observations). Here, we decided to mimic the genetic
context of human ACC by mating DCat mice with both AdIgf2
and Scc:Igf2 transgenic mice. Our analysis initially focused on the
comparison of 10 month-old DCat and DCat;AdIgf2 or DCat;Sc-
c:Igf2 compound transgenics. At this stage, DCat mice only
developed benign adrenal hyperplasia and dysplasia (14 and this
manuscript). Analyses of proliferation, differentiation and expres-
sion of malignancy markers showed that overexpression of Igf2 in
this context had no significant effect on tumour development
(Figure 3). This suggests that Igf2 overexpression is dispensable in
the early stages of adrenal tumour development, which is
consistent with the low expression of IGF2 in human ACA [9].
We thus evaluated the effect of Igf2 at a later time-point by
analysing 14 month-old DCat and compound transgenic adrenals.
Although there was still heterogeneity in tumour presentation in
both DCat and DCat;AdIgf2 adrenals at this stage, histo-
pathological analysis showed an almost systematic acceleration of
tumour progression in the adrenals that overexpressed Igf2
(Figure 4). Indeed, a vast majority (6/7) of the tumour tissue from
DCat;AdIgf2 mice had a Weiss score of 1 whereas the majority of
DCat adrenals (4/5) displayed features consistent with a Weiss
score of 0. This acceleration was associated with a significant
increase in Cyclin D1 expression in DCat;AdIgf2 vs DCat adrenals
and in a large increase in Ki67 labelling index (.20%) in 2/7
adrenals. However, there was still no significant alteration of
malignancy markers expression and no overt signs of malignant
progression. Overall, these observations show that Igf2 has the
potential to accelerate adrenal cortex tumourigenesis. However,
this effect is only significant in already advanced lesions and does
not induce adrenal carcinoma development even in aged animals.
The mechanisms accounting for the late involvement of Igf2 in
adrenal tumour progression are unclear. Similar observations were
made in medulloblastomas. Indeed, genetic studies in mouse,
showed that Igf2 was dispensable at early pre-cancerous stages but
that it was required at later stages of tumour progression [47]. In
vitro studies on adrenal carcinoma cell lines with increased IGF2
expression showed that blocking IGF1R activity resulted in both
decreased proliferation and induction of apoptosis, indicating that
IGF2 was involved in the control of both processes [19,20].
However, we have shown that proliferation and to some extent,
malignant transformation, are independent of Igf2 expression in
DCat adrenals [14]. This suggests that Igf2 overexpression may
stimulate another essential process to accelerate tumour progres-
sion. Here, we show that Igf2 overexpression in the context of
constitutive b-catenin activation results in marked anisokaryosis
and appearance of multiple and enlarged nucleoli that are not seen
in stage-matched DCat adrenals (Figure 4A). Nucleoli are
associated with RNA translation, a process dependent on
ribosome biogenesis and the protein S6 [48]. Interestingly we
show that one of the readouts of Igf2 overexpression in the adrenal
cortex is the phosphorylation of the ribosomal protein S6
(Figure 1B). It is therefore tempting to speculate that one of the
effects of Igf2 overexpression in adrenal tumour progression is
dependent on an increased translation capacity, resulting from
phosphorylation and activation of the S6 protein. This seems
particularly relevant in light of the recent finding that mTOR
pathway is activated and involved in growth stimulation of
paediatric adrenocortical carcinomas [49], tumour entities that are
also associated with IGF2 overexpression [20].
One surprising finding of our study is the relatively modest
effect of Igf2 overexpression on tumour progression in compound
transgenics. One may argue that the levels of overexpression
achieved in our models are insufficient to induce aberrant
stimulation of the IGF signalling pathway. We attempted to
overcome this issue by stimulating transgene expression with
chronic ACTH exposure over 2 months. This resulted in a
marked 27-fold elevation of Igf2 expression (Figure S3E), which
was in the range of overexpression in ACC patients [9]. This
resulted in overall aggravation of the tumour phenotype in
DCat;AdIgf2 adrenals, with one tumour presenting as an overt
carcinoma in situ (Weiss 3). Some DCat;AdIgf2 tumours were also
characterised by large areas of oedematous remodelling. Although
the significance of this finding is unclear, it is correlated with the
observation of large cystic hemorrhagic adrenal lesions in BWS
patients [50], suggesting that Igf2 overexpression is directly
responsible for the development of oedematous alterations.
Altogether, these observations suggest that further increasing the
levels of Igf2 expression can accelerate tumourigenesis in the
context of b-catenin activation. However, one caveat of these
experiments is the observation that tumours in the DCat group
adrenals were then analysed by haematoxylin & eosin staining (a–g) and proliferation was evaluated by Ki67 staining (h–j). One column represents
analysis of a single adrenal. Two DCat;AdIgf2 + ACTH individuals showing the mildest (b, e, g, i) and worst (c, f, j) phenotypes were included. Pictures
in d, e, f and g represent high magnification details of the corresponding adrenals in a, b and c. White arrowheads show areas of nuclear
pleomorphism. Black dashed lines demarcate areas of oedematous remodelling (g) and necrosis (f). M, medulla; Co, Cortex; F, fasciculata; G,
glomerulosa. Scale bar is 80 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0044171.g004
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switch from Weiss 0 or 1 to Weiss 2 and show a significant increase
in Ki67 labelling index after ACTH treatment (Figure 4). One
may argue that ACTH treatment may indirectly (through
elevation of Akr1b7:Cre expression) or directly (through pathway
cross-talks [51]) stimulate b-catenin activity. However, this is
unlikely as there was no significant increase in Axin2 expression in
DCat and DCat;AdIgf2 adrenals following ACTH treatment
(Figure S8). Even though the role of ACTH on adrenal cells
proliferation is still a controversial subject [52], our observations
may thus reflect an intrinsic growth promoting effect of this
hormone in this particular genetic setting. Interestingly, analysis of
IGF pathway actors shows increased expression of IGFBP2 and of
the IGF receptor IGF1R in AdIgf2, DCat and DCat;AdIGF2
adrenals following ACTH treatment (Figure S9). Increased
expression of these two positive IGF signalling factors may
account for increased proliferation in the different genetic
backgrounds. This would be consistent with the observation that
IGFBP2 promotes proliferation and cloning efficiency of Y1
adrenocortical cells in culture [53]. These observations further
suggest that the growth promoting effect of ACTH could be
dependent on increased IGF signalling, irrespective of the genetic
context.
Collectively, our data show that IGF2 overexpression in the
context of constitutive Wnt/b-catenin activation results in a
moderate acceleration of tumour development but that it is not
sufficient to trigger malignant tumour progression.
One interesting observation of our studies is the accumulation of
Pod-1 positive subcapsular progenitor cells in the adrenal cortex of
AdIgf2 transgenic mice (Figure 1). Adrenal cortex cell renewal
normally occurs through the recruitment of mesenchymal
subcapsular progenitor cells [54]. These are recruited by Sonic
Hedgehog (Shh) produced by poorly differentiated steroidogenic
cells, localised in the vicinity of adrenal zona glomerulosa. Upon
stimulation by Shh, progenitor cells express the hedgehog receptor
Patched 1 (Ptch1) and the transcription factor Gli1 [32,55]. Our
RTqPCR analyses show overexpression of Ptch1 and Gli1 as well
as Pod1. This strongly suggests that Igf2 induces the recruitment of
adrenal cells progenitors. A similar role has been attributed to Igf2
for cerebellar granule cell precursors [56,57] and for the
mesenchymal progenitors of chondrocytes and osteoblasts [58].
Surprisingly, in AdIgf2 adrenals, Shh expression is downregulated
(Figure 1). This suggests that the effect of Igf2 on adrenal
progenitor recruitment is independent of Hedgehog signalling. In
the cerebellum, Igf2 signalling can cooperate with Hedgehog to
favour recruitment of cerebellar granule cell precursors. However,
although Igf2 signalling is required for Hedgehog activity, Igf2
activity is independent of smoothened [56]. This suggests a
cascade of signalling events in which Hedgehog, through Ptch1
and Gli1, induces Igf2 expression, which in turn signals to
progenitors to stimulate their recruitment. Consistent with this
hypothesis, Igf2 has been shown to be downstream of Hedgehog
signalling in pluripotent mesenchymal cells [24] as well as in
medulloblastomas and rhabdomyosarcomas [46,47]. Based on
these observations, it is tempting to speculate that Igf2 overex-
pression in the adrenal cortex bypasses hedgehog signalling to
trigger progenitor cells recruitment. The use of Akr1b7 regulatory
regions makes it unlikely for Igf2 to be expressed in the same cells
that normally express Shh or Gli1 in the adrenal cortex.
Consistent with this idea, Igf2 seems to be mostly expressed in
differentiated cells of the cortex in AdIgf2 adrenals (Figure 1D).
However, Igf2 is a diffusible factor that may act in a paracrine
manner in this context. Interestingly, our unpublished analysis of
DCat mice showed increased expression of Ptc1 and Gli1 in the
adrenal cortex. However, in contrast with AdIgf2 transgenics, this
was accompanied by overexpression of Shh (A. Berthon,
unpublished observations). This suggests that Wnt signalling may
be situated at the top of the cascade involved in the recruitment of
adrenal progenitors. These observations obviously have implica-
tions for normal adrenal homeostasis but also suggest that aberrant
recruitment of progenitor cells, resulting from deregulated Wnt,
Hedgehog or IGF signalling, may participate in the development
of adrenal cortex tumours.
In conclusion, using two distinct transgenic mouse lines allowing
overexpression of Igf2, we have shown that increased Igf2
expression is not oncogenic per se in the adrenal cortex. We have
also shown that it has a significant but moderate effect on tumour
progression in the context of b-catenin activation, suggesting that
these two alterations are not sufficient to trigger malignant
adrenocortical tumourigenesis. These observations raise the
question of the efficacy of IGF signalling targeted therapies in
the context of ACC. Further studies are warranted to broaden our
understanding of the molecular mechanisms involved in the
formation of adrenocortical carcinomas.
Supporting Information
Figure S1 Establishment of transgenic lines overex-
pressing Igf2. A- Transgene constructs. The 0.5 akr1-
b7:Igf2 transgene was constructed by cloning the full length mouse
Igf2 cDNA (mIgf2) downstream of the Akr1b7 promoter (2510/
+44) and upstream of a 3.5 kb segment of Akr1b7 intragenic
regions, spanning intron 1 to intron 2 (Akr1b7 intron 2.1). The 4.5
Scc:Igf2 transgene was constructed by cloning mouse Igf2 cDNA
downstream of a 4.5kb segment of human P450SCC regulatory
regions (hP450SCC promoter) pA: mini intron and polyadenyl-
ation signal of SV40 T antigen. B- Founders and lines.
Transgene constructs were microinjected into pronuclei of
fertilized oocytes and transferred to pseudopregnant females.
The table summarizes the outcome of these experiments by
showing the number and identification (Id) of founders. Transgene
copy numbers were evaluated by southern-blotting.
(TIF)
Figure S2 A- Igf1r is expressed in the adrenal. Expres-
sion of Igf1 receptor (igf1r) was evaluated by RT-PCR
with cDNAs from wild-type (WT) and transgenic adre-
nals (AdIgf2). The positive control was composed of a mix of
cDNAs from adrenals, testes, ovaries, spleen and liver. RT-PCR
for 36b4 was included as a normalization reference. B- S6Kinase
phosphorylation is increased in AdIgf2 adrenals. Expres-
sion of the phosphorylated S6Kinase was analysed by immuno-
histochemistry in wild-type and AdIgf2 adrenals. Black arrows
show infiltrating mesenchymal subcapsular cells that are negative
for phospho-S6Kinase staining. White arrowheads show negative
cells in the wild-type adrenals. C- GATA4 expression is
increased in AdIGF2 adrenals. Expression of GATA4 was
analysed by immunohistochemistry in wild-type and AdIgf2
adrenals. Black arrows show GATA4-positive infiltrating cells.
D- Relative positions of zona glomerulosa and zona
fasciculata are maintained in AdIgf2 adrenals. Expression
of Akr1b7 (green, fasciculata) and Dab2 (red, glomerulosa) was
detected by co-immunohistochemistry on sections from wild-type
and AdIgf2 adrenals. M, medulla; F, Fasciculata; G, Glomerulosa.
Scale bar is 80 mm.
(TIF)
Figure S3 Characterisation of the adrenal phenotype in
Scc:Igf2 transgenic mice. A- Expression levels of Igf2 in
the two transgenic lines. Igf2 expression was analysed by
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RTqPCR on cDNAs from 10 month-old wild-type, 0.5 AdIgf2
and Scc:Igf2 (10 and 14 month-old) adrenals. Bars represent the
mean relative quantification (Rq AdIgf2/WT) of Igf2 expression
for each tissue in at least 5 samples per genotype 6 standard
deviation. P-value was calculated using Student’s t-test. B- Igf2
signalling is increased in Scc:Igf2 adrenals. Expression of
the phosphorylated ribosomal protein S6 was analysed by
immunohistochemistry in WT (a) and AdIgf2 (b) adrenals. C-
Effect of Igf2 overexpression on adrenal histology and
differentiation. Histology was analysed by haematoxylin &
eosin staining in wild-type (a), 10 month-old (b) and 14 month-old
Scc:Igf2adrenals. Black arrows show infiltrating mesenchymal
subcapsular cells. D- Adrenal progenitor cells markers are
overexpressed in Scc:Igf2 adrenal. Expression of the
progenitor cells markers, Gli1 and Pod1 was analysed by
RTqPCR on cDNAs from wild-type (WT) and Scc:Igf2 adrenals.
Bars represent the mean relative quantification (Rq SccIgf2/WT)
of gene expression for each marker in at least 7 adrenals per
genotype 6 standard deviation. P-value was calculated using
Student’s t-test. E- Expression of Igf2 after ACTH induc-
tion. Twelve month-old DCat, AdIgf2 and DCat;AdIgf2 trans-
genic mice were treated for two months with ACTH or vehicle
(ctrl). Igf2 expression levels in the adrenals were analysed by
RTqPCR. Levels of accumulation in each group are presented
relative to wild-type untreated adrenals. Bars represent the mean
relative quantification (Rq Tg/WT) of gene expression for each
marker in at least 4 adrenals per genotype and per condition 6
standard deviation. P-value was calculated using Student’s t-test.
M, medulla; F, Fasciculata; G, Glomerulosa. Scale bar is 80 mm.
(TIF)
Figure S4. Expression of Dab2 in 10 month-old DCat
and DCat;AdIgf2 adrenals. Expression of the zona glomeru-
losa marker Dab2 was analysed by RTqPCR on cDNAs from
wild-type (WT), DCat and DCat;AdIgf2 adrenals. Bars represent
the mean relative quantification (Rq Tg/WT) of gene expression
in at least 7 adrenals per genotype 6 standard deviation. P-value
was calculated using Student’s t-test.
(TIF)
Figure S5 Analysis of the adrenal phenotype in 10
month-old DCat;Scc:Igf2 mice. Scc:Igf2 transgenic mice were
mated with DCat mice to generate DCat;SccIgf2 compound
transgenics. The adrenal phenotype was analysed by haematoxylin
& eosin staining in 10 month-old animals. Two DCat;Scc:Igf2
individuals showing the mildest (c, d) and worst (e, f) phenotypes
were included. Pictures in d and f and g represent high
magnification details of the corresponding adrenals in c and e
respectively. Black arrows show infiltrating mesenchymal subcap-
sular cells. White dashed lines demarcate areas of compact cells
accumulation. Accumulation of these cells in over 75% of the
adrenal is considered as 1 point in Weiss score determination.
Scale bar is 80mm.
(TIF)
Figure S6 Analysis of malignancy markers expression
in 14 month-old DCat;AdIgf2 adrenals. Expression of
VegfA, Connexina43 (cnx43) and Nov/Ccn3 was analysed by
RTqPCR with cDNAs from 14 month-old wild-type (WT), DCat
and DCat;AdIgf2 adrenals. Bars represent the mean relative
quantification (Rq Tg/WT) of gene expression for each marker in
at least 6 adrenals per genotype 6 standard deviation. P-value was
calculated using Student’s t-test.
(TIF)
Figure S7 Analysis of the adrenal phenotype in 14
month-old DCat;SccIgf2 mice. The adrenal phenotype was
analysed by haematoxylin & eosin staining in 14 month-old
animals. Three differentDCat;SccIgf2 adrenals showing the range
of phenotypes are presented (b-h). Pictures in f, g and h show high
magnification details of pictures in b, c and d respectively. The
adrenal in b and f is composed of a majority of compact cells
(Weiss 1) delineated by white dashed lines. The adrenal in c and g
is mostly composed of a central macro-nodule of spongiocytic cells,
but only shows mild accumulation of compact cells (Weiss 0). The
adrenal in d and h shows multiple areas of nuclear pleomorphism
(white arrowheads, Weiss 1) and lymphocytic invasion (black
arrowheads). Please note that the DCat adrenal in a and e also
shows nuclear pleomorphism (Weiss 1), although overall cortical
organisation is preserved. Black arrows show infiltrating mesen-
chymal subcapsular cells. Scale bar is 80mm.
(TIF)
Figure S8 Expression of Wnt target gene Axin2 in DCat
and DCat;AdIgf2 adrenals after ACTH treatment. Twelve
month-old DCat and DCat;AdIgf2 transgenic mice were treated
for two months with ACTH or vehicle (ctrl). Axin2 expression
levels in the adrenals were analysed by RTqPCR. Levels of
accumulation in each group are presented relative to wild-type
untreated adrenals. Bars represent the mean relative quantification
(Rq Tg/WT) of gene expression for each marker in at least 5
adrenals per genotype and per condition 6 standard deviation.
There was no statistical difference between groups using Student’s
t test.
(TIF)
Figure S9 Expression of IGFBP2 and IGF1R in response
to ACTH treatment. Twelve month-old AdIf2, DCat and
DCat;AdIgf2 transgenic mice were untreated or treated for two
months with ACTH. IGFBP2 and IGF1R expression levels in the
adrenals were analysed by RTqPCR. Levels of accumulation in
each group are presented relative to wild-type untreated adrenals.
Bars represent the mean relative quantification (Rq Tg/WT) of
gene expression for each marker in at least 5 adrenals per genotype
and per condition 6 standard deviation. Statistical analysis was
performed using Student’s t test.
(TIF)
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Figure S1. Establishment of transgenic lines overexpressing Igf2.
A- Transgene constructs. The 0.5 akr1b7:Igf2 transgene was constructed by cloning the full length mouse Igf2 cDNA (mIgf2) 
downstream of the Akr1b7 promoter (-510/+44) and upstream of a 3.5 kb segment of Akr1b7 intragenic regions, spanning intron 1 
to intron 2 (Akr1b7 intron 2.1). The 4.5 Scc:Igf2 transgene was constructed by cloning mouse Igf2 cDNA downstream of a 4.5kb 
segment of human P450SCC regulatory regions (hP450SCC promoter) pA: mini intron and polyadenylation signal of SV40 T 
antigen. B- Founders and lines. Transgene constructs were microinjected into pronuclei of fertilized oocytes and transferred to 
pseudopregnant females. The table summarizes the outcome of these experiments by showing the number and identification (Id) of 
founders. Transgene copy numbers were evaluated by southern-blotting. 
Figure S2. A- Igf1r is expressed in the adrenal. Expression of Igf1 receptor (igf1r) was evaluated by RT-PCR with 
cDNAs from wild-type (WT) and transgenic adrenals (AdIgf2). The positive control was composed of a mix of 
cDNAs from adrenals, testes, ovaries, spleen and liver. RT-PCR for 36b4 was included as a normalization reference. B- 
S6Kinase phosphorylation is increased in AdIgf2 adrenals. Expression of the phosphorylated S6Kinase was analysed 
by immunohistochemistry in wild-type and AdIgf2 adrenals. Black arrows show infiltrating mesenchymal subcapsular 
cells that are negative for phospho-S6Kinase staining. White arrowheads show negative cells in the wild-type adrenals.  
C- GATA4 expression is increased in AdIGF2 adrenals. Expression of GATA4 was analysed by 
immunohistochemistry in wild-type and AdIgf2 adrenals. Black arrows show GATA4-positive infiltrating cells.D- 
Relative positions of zona glomerulosa and zona fasciculata are maintained in AdIgf2 adrenals. Expression of 
Akr1b7 (green, fasciculata) and Dab2 (red, glomerulosa) was detected by co-immunohistochemistry on sections from 
wild-type and AdIgf2 adrenals. M, medulla; F, Fasciculata; G, Glomerulosa. Scale bar is 80 µm.  

       
   
 
Figure S3. Characterisation of the adrenal 
phenotype in Scc:Igf2 transgenic mice. 
 A- Expression levels of Igf2 in the two transgenic 
lines. Igf2 expression was analysed by RTqPCR on 
cDNAs from 10 month-old wild-type, 0.5 AdIgf2 and 
Scc:Igf2 (10 and 14 month-old) adrenals. Bars 
represent the mean relative quantification (Rq 
AdIgf2/WT) of Igf2 expression for each tissue in at 
least 5 samples per genotype ± standard deviation. P-
value was calculated using Student’s t-test. B- Igf2 
signalling is increased in Scc:Igf2 adrenals. 
Expression of the phosphorylated ribosomal protein 
S6 was analysed by immunohistochemistry in WT (a) 
and AdIgf2 (b) adrenals. C- Effect of Igf2 
overexpression on adrenal histology and 
differentiation. Histology was analysed by 
haematoxylin & eosin staining in wild-type (a), 10 
month-old (b) and 14 month-old Scc:Igf2adrenals. 
Black arrows show infiltrating mesenchymal 
subcapsular cells. D- Adrenal progenitor cells 
markers are overexpressed in Scc:Igf2 adrenal. 
Expression of the progenitor cells markers, Gli1 and 
Pod1 was analysed by RTqPCR on cDNAs from wild-
type (WT) and Scc:Igf2 adrenals. Bars represent the 
mean relative quantification (Rq SccIgf2/WT) of gene 
expression for each marker in at least 7 adrenals per 
genotype ± standard deviation. P-value was calculated 
using Student’s t-test. E- Expression of Igf2 after 
ACTH induction. Twelve month-old ∆Cat, AdIgf2 
and ∆Cat;AdIgf2 transgenic mice were treated for two 
months with ACTH or vehicle (ctrl). Igf2 expression 
levels in the adrenals were analysed by RTqPCR. 
Levels of accumulation in each group are presented 
relative to wild-type untreated adrenals. Bars represent 
the mean relative quantification (Rq Tg/WT) of gene 
expression for each marker in at least 4 adrenals per 
genotype and per condition ± standard deviation. P-
value was calculated using Student’s t-test. M, 
medulla; F, Fasciculata; G, Glomerulosa. Scale bar is 
80 µm.  
Figure S4. Expression of Dab2 in 10 month-old ∆Cat and ∆Cat;AdIgf2 
adrenals.  
Expression of the zona glomerulosa marker Dab2 was analysed by RTqPCR 
on cDNAs from wild-type (WT), ∆Cat and ∆Cat;AdIgf2 adrenals. Bars 
represent the mean relative quantification (Rq Tg/WT) of gene expression in 
at least 7 adrenals per genotype ± standard deviation. P-value was calculated 
using Student’s t-test.  

   
          
 
 
Figure S5. Analysis of the adrenal phenotype in 10 month-old 
∆Cat;Scc:Igf2 mice. 
Scc:Igf2 transgenic mice were mated with ∆Cat mice to generate 
∆Cat;SccIgf2 compound transgenics. The adrenal phenotype was 
analysed by haematoxylin & eosin staining in 10 month-old 
animals. Two ∆Cat;Scc:Igf2 individuals showing the mildest (c,d) 
and worst (e,f) phenotypes were included. Pictures in d and f and g 
represent high magnification details of the corresponding adrenals 
in c and e respectively. Black arrows show infiltrating 
mesenchymal subcapsular cells. White dashed lines demarcate areas 
of compact cells accumulation. Accumulation of these cells in over 
75% of the adrenal is considered as 1 point in Weiss score 
determination.  Scale bar is 80µm.  
 
Figure S6. Analysis of malignancy markers expression in 14 
month-old ∆Cat;AdIgf2 adrenals. 
Expression of VegfA, Connexinα43 (cnx43) and Nov/Ccn3 was 
analysed by RTqPCR with cDNAs from 14 month-old wild-type 
(WT), ∆Cat and ∆Cat;AdIgf2 adrenals. Bars represent the mean 
relative quantification (Rq Tg/WT) of gene expression for each 
marker in at least 6 adrenals per genotype ± standard deviation. P-




        
Figure S7. Analysis of the adrenal phenotype in 14 month-old ∆Cat;SccIgf2 mice. 
The adrenal phenotype was analysed by haematoxylin & eosin staining in 14 month-old animals. 
Three different ∆Cat;SccIgf2 adrenals showing the range of phenotypes are presented (b-h). 
Pictures in f,g and h show high magnification details of pictures in b,c and d respectively. The 
adrenal in b and f is composed of a majority of compact cells (Weiss 1) delineated by white 
dashed lines. The adrenal in c and g is mostly composed of a central macro-nodule of spongiocytic 
cells, but only shows mild accumulation of compact cells (Weiss 0). The adrenal in d and h shows 
multiple areas of nuclear pleomorphism (white arrowheads, Weiss 1) and lymphocytic invasion 
(black arrowheads). Please note that the ∆Cat adrenal in a and e also shows nuclear pleomorphism 
(Weiss 1), although overall cortical organisation is preserved. Black arrows show infiltrating 
mesenchymal subcapsular cells. Scale bar is 80µm.  
 
  
Figure S8. Expression of Wnt target gene Axin2 in ∆Cat and ∆Cat;AdIgf2 
adrenals after ACTH treatment. 
Twelve month-old ∆Cat and ∆Cat;AdIgf2 transgenic mice were treated for two 
months with ACTH or vehicle (ctrl). Axin2 expression levels in the adrenals 
were analysed by RTqPCR. Levels of accumulation in each group are presented 
relative to wild-type untreated adrenals. Bars represent the mean relative 
quantification (Rq Tg/WT) of gene expression for each marker in at least 5 
adrenals per genotype and per condition ± standard deviation. There was no 
statistical difference between groups using Student’s t test.  

     
 Figure S9. Expression of IGFBP2 and IGF1R in response to ACTH treatment. Twelve month-old AdIf2, ∆Cat and ∆Cat;AdIgf2 transgenic mice were untreated or treated for two months with 
ACTH. IGFBP2 and IGF1R expression levels in the adrenals were analysed by RTqPCR. Levels of accumulation in 
each group are presented relative to wild-type untreated adrenals. Bars represent the mean relative quantification (Rq 
Tg/WT) of gene expression for each marker in at least 5 adrenals per genotype and per condition ± standard 
deviation. Statistical analysis was performed using Student’s t test.  
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Conclusion et discussion 
 
A/ La surexpression de IGF2 ne joue pas de rôle majeur dans le développement du 
corticosurrénalome  
 L'analyse du phénotype des souris AdIgf2 indique que la surexpression de Igf2 seule 
n'initie pas le développement tumoral cortico-surrénalien. De plus, la surexpression de Igf2 
dans un contexte d'activation constitutive de la β-caténine (souris ΔCat;AdIgf2) n'induit pas 
de progression tumorale à des stades précoces. Toutefois à un stade plus tardif, une 
aggravation des caractéristiques histologiques est observée chez les souris ΔCat;AdIgf2 avec 
un score de Weiss et un index Ki67 augmentés par rapport aux souris ΔCat. Malgré cela, le 
développement de CCS chez les double transgéniques reste un évènement rare, même dans 
des conditions permettant une surexpression de Igf2 proche de celle retrouvée dans les CCS 
humains. Ces résultats sont confirmés par un autre modèle murin de surexpression de Igf2 et 
d'activation constitutive de la β-caténine (Heaton et al., 2012). Afin de surexprimer Igf2, les 
auteurs ont utilisé un modèle de souris transgéniques présentant des sites LoxP de part et 
d'autre de l'ICR de H19 et exprimant la recombinase Cre sous le contrôle des régions 
régulatrices de Sf1 (souris H19ΔDMD). La perte de cet ICR induit une expression bi-allélique de 
Igf2 (Thorvaldsen et al., 2006). L'analyse des surrénales de ces souris ne met pas en évidence 
de développement tumoral (Heaton et al., 2012), confirmant que la surexpression de Igf2 seul 
ne permet pas la formation de tumeurs cortico-surrénaliennes. Afin d'étudier la possible 
coopération des voies Wnt/β-caténine et Igf2 dans la progression tumorale, les auteurs ont 
croisé leur modèle de surexpression de Igf2 avec des souris invalidées pour APC, 
spécifiquement dans le cortex surrénalien (APC KO). Les souris APC KO, comme les souris 
ΔCat, présentent une hyperplasie bénigne mais ne développent pas de CCS (Heaton et al., 
2012). L'analyse du modèle murin APC KO-H19ΔDMD, présentant les deux altérations, 
confirme que le développement de CCS chez ces souris est un événement peu fréquent 
(Heaton et al., 2012).  
 L'ensemble de ces résultats démontre que dans les modèles murins, la surexpression de 
Igf2 n'est pas un acteur majeur de la progression tumorale cortico-surrénalienne, même 
associée à l'activation de la β-caténine. De récentes observations réalisées chez les patients 
sont en accord avec ces données. En effet, les CCS avec surexpression de IGF2 ne peuvent 
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être distingués des CCS sans surexpression de ce facteur de croissance (Guillaud-Bataille et 
al., 2014), que ce soit sur la base du score de Weiss, de l'index Ki67 et de la classification 
ENSAT. Ces données sont renforcées par une survie globale et sans récidive équivalentes 
entre les deux groupes (Guillaud-Bataille et al., 2014). La surexpression de IGF2 dans les 
CCS ne semble donc pas être un facteur majeur de progression tumorale.  
 De ce fait les thérapies visant à inhiber la signalisation IGF ne devraient présenter que 
peu d'efficacité. En effet, lors d'essais cliniques d'inhibition des récepteurs IGF-IR et IR (OSI-
906) ou uniquement d'inhibition de IGF-IR (Figitumumab), seule une réponse partielle a pu 
être observée sur 25 patients (Carden et al., 2010; Haluska et al., 2010). De la même façon, 
l'inhibition du récepteur IGF-IR par un anticorps monoclonal (IMC-A12) en association avec 
du mitotane comme première ligne de traitement pour des CCS avancés-métastatiques n'a 
apporté qu'une réponse partielle pour 20 patients inclus (Lerario et al., 2014b).  
 En conclusion, malgré une forte surexpression dans la quasi totalité des 
corticosurrénalomes, IGF2 ne semble pas jouer un rôle majeur dans la progression tumorale et 
ne constitue donc pas une cible thérapeutique pertinente. 
 L'absence de développement tumoral lors de la surexpression de IGF2 pourrait en 
partie être expliquée par l'absence d'activation de la voie β-caténine en réponse à IGF2 dans la 
cortico-surrénale. Dans différents modèles cellulaires, la β-caténine peut être stabilisée par la 
voie PI3K/AKT ou par la voie MAP Kinase, soit directement par phosphorylation de sa sérine 
552, soit indirectement par phosphorylation de GSK3β sur sa sérine 9, induisant son 
inhibition (Cross et al., 1995; Ding et al., 2005; Fang et al., 2007). La liaison de IGF2 à son 
récepteur IGF-IR peut permettre d'activer ces voies et donc expliquer l'activation de la β-
caténine en réponse à la signalisation IGF (Morali et al., 2001; Verras and Sun, 2005). Dans 
les surrénales des animaux surexprimant Igf2 (AdIgf2 ou Scc:Igf2), nous n'avons pas mis en 
évidence d'activation de la voie β-caténine. De la même façon, chez les patients, alors que 
IGF2 est surexprimé dans 90% des CCS, seulement 39,2% affichent une activation de la voie 
Wnt/β-caténine (Gaujoux et al., 2011; Gicquel et al., 1997b; Giordano et al., 2003), suggérant 
que le croisement des voies IGF et β-caténine n'a pas lieu dans la cortico-surrénale. Ainsi, 
l’activation de la β-caténine par la signalisation IGF pourrait être requise pour médier les 
effets oncogéniques de IGF2. Des mécanismes tissus-spécifiques empêchant le croisement de 
ces deux voies dans la cortico-surrénale préviendraient donc la mobilisation des effets pro-
tumoraux de la signalisation IGF dans ce tissu. 

Résultats et discussion 
 
74 
 Les altérations au locus 11p15.5 sont très fréquentes dans les CCS. IGF2 ne semblant 
pas être un acteur majeur de la progression tumorale cortico-surrénalienne, d'autres gènes 
présents à ce locus et co-dérégulés avec IGF2 pourraient être impliqués dans ce phénomène. 
Ce locus contient également l'inhibiteur du cycle cellulaire p57Kip2, dont l'expression est 
diminuée dans les CCS (Bourcigaux et al., 2000). L'invalidation de p57Kip2 dans un modèle 
murin provoque une létalité périnatale rendant difficile des études sur le développement 
tumoral (Zhang et al., 1997). Toutefois, l'analyse du phénotype surrénalien à la naissance met 
en évidence une hyperplasie des surrénales (Zhang et al., 1997). p57Kip2 pourrait donc être 
impliqué dans le contrôle de la prolifération cellulaire dans le cortex surrénalien et donc jouer 
un rôle dans le développement de tumeurs cortico-surrénaliennes.  
 Parmi les candidats présents au locus, on trouve également le micro-RNA miR-483, 
localisé dans l'intron 2 du gène IGF2, qui est surexprimé dans les CCS et associé à un 
mauvais pronostic (Patterson et al., 2011; Soon et al., 2009b). miR-483 favorise l'invasion et 
la migration de cellules de cancer du poumon in vitro et en xénogreffe (Song et al., 2014). Il 
pourrait donc jouer un rôle dans la tumorigenèse cortico-surrénalienne. D'autre part, 
l'hypométhylation du gène LIT1 (ou KCNQ1OT1) a été associé à des tumeurs cortico-
surrénaliennes pédiatriques (Wijnen et al., 2012). LIT1 code un ARN non traduit impliqué 
dans la régulation négative de l'expression de p57Kip2 et de KCNQ1 (Fitzpatrick et al., 2002; 
Mancini-DiNardo et al., 2003). L'hypométhylation de LIT1 induit une diminution de 
l'expression de p57Kip2 (Diaz-Meyer et al., 2003). L'implication de LIT1 dans la tumorigenèse 
cortico-surrénalienne pourrait donc passer par ce contrôle de l'expression de p57Kip2.  
 A ce locus, on retrouve également, HOTS (H19 opposite tumor suppressor), un 
transcrit anti-sens de H19, ayant comme H19, une expression maternelle (Onyango and 
Feinberg, 2011). La perte de l'empreinte au locus H19 ou une perte d'hétérozygotie induit la 
perte d'expression de HOTS (Onyango and Feinberg, 2011). L'inhibition de HOTS par shARN 
dans des cellules HeLa induit une augmentation de prolifération en culture cellulaire et en 
xénogreffe, suggérant une action suppresseur de tumeur (Onyango and Feinberg, 2011). 
Ainsi, les réarrangement du locus 11p15.5 observés dans les CCS, peuvent induire la perte 
d'expression de potentiels suppresseurs de tumeurs (p57Kip2 et HOTS) ou l'augmentation de 
facteurs potentiels impliqués dans la tumorigenèse (miR-483 et LIT1).  
 Nos modèles murins reposant sur la surexpression de Igf2 par l’insertion aléatoire d’un 
transgène porteur de son ADNc ne permettent pas l’analyse de l’implication de ces différents 
Figure 37 : Hypersécrétion d’aldostérone et de corticostérone chez les souris AdIgf2. 
A/ Dosage de la concentration plasmatique d’aldostérone par test ELISA sur 5 animaux de chaque 
génotype. Le graphique représente la valeur moyenne. 
B/ Dosage de la concentration plasmatique de corticostérone par RIA sur 5 animaux de chaque génotype. 
Le graphique représente la valeur moyenne. 

































Figure 38 : Analyse par RTqPCR de l’ expression des acteurs intervenant dans la stéroïdogenèse. 
Accumulation relative des transcrits des acteurs de la stéroïdogenèse. Les niveaux d’expression ont été 
normalisés par rapport à l’expression du gène de ménage Ppib ou 36b4. Le graphique représente la 
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facteurs dans le processus oncogénique. Dans le modèle murin H19ΔDMD, utilisé par l'équipe 
du Dr Hammer pour induire une augmentation de l'expression de Igf2 dans la cortico-
surrénale, l'allèle floxé pour l'ICR est transmis maternellement (Heaton et al., 2012), induisant 
une diminution d'expression de H19 (Thorvaldsen et al., 1998). Ceci laisse supposer que 
l'expression de HOTS devrait également être réduite dans ce modèle. L'absence de 
développement tumoral chez les souris H19ΔDMD pourrait suggérer que HOTS n'est pas 
impliqué dans la tumorigenèse cortico-surrénalienne. Le niveau d'expression de HOTS n'ayant 
pas été analysé, il est toutefois possible que ce gène soit régulé différemment de H19 après la 
perte de l'ICR. Une analyse de l'expression de HOTS dans les surrénales des animaux 
H19ΔDMD serait donc nécessaire pour l’impliquer ou non dans la tumorigenèse cortico-
surrénalienne. 
 
B/ Rôle de IGF2 dans l’hyperactivité endocrine ? 
 Même si Igf2 ne joue pas un rôle majeur dans la tumorigenèse, nous avons pu montrer 
que la surexpression de Igf2 chez les souris AdIgf2 induit une augmentation de la production 
d'aldostérone (x7, Figure 37A) et de corticostérone (x4, Figure 37B). Cette hyperactivité 
endocrine pourrait être le résultat de la stimulation de l'expression des gènes impliqués dans la 
stéroïdogenèse, suite à l'activation de la voie IGF2. L'analyse de l'accumulation des ARNm 
des acteurs intervenant dans la stéroïdogenèse ne révèle aucune variation significative (Figure 
38). Ces données ne nous permettent pas d’exclure des mécanismes modulant la traduction 
et/ou la stabilité des enzymes de la stéroïdogenèse surrénalienne. Une des étapes limitantes de 
la stéroïdogenèse est l'entrée de cholestérol dans la mitochondrie, permise par la protéine 
StAR (Stocco, 2001). L'expression de l’ARNm de StAR n'est pas augmentée dans les 
surrénales des souris AdIGF2 (Figure 38). Toutefois, son activité est stimulée par 
phosphorylation de sa serine 232 par les kinases ERK 1/2 (Poderoso et al., 2008). La 
signalisation IGF2, activant la kinase ERK, pourrait induire la phosphorylation de StAR et 
donc permettre la stimulation de son activité dans les surrénales des souris AdIgf2. 
L'anticorps disponible pour la forme phosphorylée de StAR ne fonctionnant pas, nous n'avons 
malheureusement pas pu étudier cette hypothèse.  
 La pertinence de cette hyperactivité endocrine chez les souris AdIgf2 est toutefois 
remise en cause par la comparaison des CCS humains surexprimant ou non IGF2. En effet, les 
CCS ne présentant pas de surexpression de IGF2 sont majoritairement sécrétants, comme les 
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CCS surexprimant ce facteur de croissance (Guillaud-Bataille et al., 2014). De plus, nous 
avons observé une co-sécrétion d’aldostérone et de corticostérone qui n’est que rarement 
observée chez les patients. Ces observations pourraient donc être le reflet de mécanismes de 
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Identification de EZH2 comme un nouvel acteur de la progression tumorale 
dans les CCS 
 
Introduction 
 Les CCS sont des tumeurs malignes agressives pour lesquelles actuellement aucune 
thérapie efficace n'est disponible (Kirschner, 2012). Il est donc nécessaire d'identifier les 
acteurs impliqués dans le développement de ces tumeurs, afin de pouvoir développer de 
nouvelles approches. Les deux altérations les plus fréquentes chez les patients sont la 
surexpression du facteur de croissance IGF2 et l'activation constitutive de la β-caténine 
(Gaujoux et al., 2011; Giordano et al., 2003). Notre équipe a pu montrer à l'aide du modèle 
murin ΔCat, présentant une activation de la β-caténine spécifiquement dans le cortex 
surrénalien, que la β-caténine est un oncogène surrénalien (Berthon et al., 2010). Toutefois, 
même si la β-caténine initie le développement tumoral, la faible pénétrance des CCS chez ces 
animaux suggère la nécessité d'altérations supplémentaires pour permettre la transition bénin-
malin (Berthon et al., 2010). La surexpression de Igf2 dans un modèle murin (AdIgf2), n'initie 
pas le développement tumoral dans le cortex (Drelon et al., 2012). La surexpression de IGF2 
et l'activation de la voie Wnt/β-caténine étant les deux altérations les plus fréquentes dans les 
CCS humains (Gaujoux et al., 2011; Giordano et al., 2003), nous avons évalué la coopération 
de ces deux voies dans la progression maligne à l'aide des souris ΔCat;AdIgf2. La 
combinaison de ces deux altérations n'a qu'un effet modéré sur le développement de CCS 
(Drelon et al., 2012, 2013). Ces données sont confirmées dans un autre modèle murin 
présentant également l'association de ces deux altérations dans la cortico-surrénale (Heaton et 
al., 2012). Dans ce modèle, où la surexpression de Igf2 est permise par la délétion de l'ICR de 
h19 et l'activation de la voie Wnt/β-caténine est déclenchée par la perte de Apc, le 
développement de CCS est un événement rare (1/14) (Heaton et al., 2012). Enfin, les 
différents essais cliniques utilisant des inhibiteurs du récepteur IGF-IR, ne mettent en 
évidence que de rares réponses partielles (Carden et al., 2010; Haluska et al., 2010; Lerario et 
al., 2014b). D'autres altérations participent donc à la tumorigenèse cortico-surrénalienne. 
Celles-ci doivent être identifiées afin de développer des thérapies ciblées plus efficaces.  
 Les facteurs à l'origine du maintien du statut épigénétique des cellules telles que les 
histones méthyltransferases (HMTases) sont fréquemment altérés et impliqués dans le 
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développement tumoral (Albert and Helin, 2010). Parmi celles-ci, on retrouve l’HMTase 
EZH2 (Chang and Hung) qui appartient au complexe PRC2 (Polycomb Repressor Complex 2) 
et permet la mise en place de la marque répressive H3K27me3 (triméthylation de l'histone H3 
sur sa lysine 27) (Cao and Zhang, 2004). EZH2 est associé, au sein du complexe PRC2, aux 
protéines SUZ12, EED (Embryonic Ectoderm Development) et RbAp48 (Retinoblastoma 
(Rb)-associated protein 48 ou RBBP7/4) (Margueron and Reinberg, 2011). La marque 
H3K27me3, mise en place par EZH2, permet le recrutement du complexe PRC1 (Polycomb 
Repressor Complex 1) qui met en place la monoubiquitinaton de la lysine 119 de l'histone 
H2A (H2AK119ub1) pour inhiber l'élongation transcriptionnelle dépendante de l'ARN 
polymérase II (Sauvageau and Sauvageau, 2010). PRC2 pourrait également recruter des 
DNMT (DNA MethylTransferase) ainsi que des HDAC (Histone DeACcetylase) afin 
d'assurer la compaction de la chromatine et la répression transcriptionnelle (Chase and Cross, 
2011). Les gènes cibles de ce mécanisme de répression transcriptionnelle sont impliqués dans 
de nombreux processus cellulaires, tels que la régulation du cycle cellulaire, la différenciation 
et la sénescence (Sauvageau and Sauvageau, 2010).  
 La surexpression de EZH2, observée dans divers cancers, est fréquemment associée à 
des stades avancés et à un mauvais pronostic, notamment pour le cancer de la prostate 
(Varambally et al., 2002), du sein (Kleer et al., 2003), du rein (Wang et al., 2012) ou encore 
de l'ovaire (Rao et al., 2010). L'augmentation d’expression de EZH2 dans différentes lignées 
cellulaires favorise la prolifération cellulaire et les caractéristiques tumorales (invasion, 
migration) (Kleer et al., 2003; Lin et al., 2013). A l'inverse, la diminution d'expression de 
EZH2 par ARN interférence ou par l'utilisation d'un inhibiteur pharmacologique, le DZNep 
(3-deazaneplanocin A) inhibe la prolifération et l'agressivité des cellules en culture et en 
xénogreffes (Avan et al., 2012; Girard et al., 2014; Karanikolas et al., 2010; Moore et al., 
2013; Seward et al., 2013). Dans des modèles murins, la surexpression ciblée de Ezh2 induit 
le développement d'une hyperplasie de l’épithélium mammaire et un syndrome 
myéloprolifératif, lorsque l'expression est ciblée dans les cellules souches hématopoïétiques 
(Herrera-Merchan et al., 2012; Li et al., 2009).  
 L'ensemble de ces données suggère que l'augmentation d'expression de EZH2 est 
impliquée dans le développement et la progression tumorale dans divers tissus. Nous avons 
donc cherché à déterminer si l'expression de EZH2 était altérée dans les CCS et si EZH2 
pouvait jouer un rôle dans la tumorigenèse cortico-surrénalienne.  
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Matériel et méthodes 
Culture cellulaire 
 Les cellules de CCS humains H295R ont été cultivées dans du milieu DMEM/Ham's 
F12 supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (S1800-500, Biowest), 2mM de L-
Glutamine (25030, Gibco), 50U/mL de pénicilline, 50mg/ml de streptomycine et 1X 
d'insuline transferrine sélénium (41400-045, Gibco).   
Transfection et traitement 
 Pour l'inhibition de EZH2 ou des facteurs de transcription E2F1 et E2F8 par siARN, 
les cellules H295R ont été ensemencées à 400 000 cellules par puits en plaque 6 puits. Les 
cellules ont ensuite été transfectées deux fois, à 24h d'intervalle. La transfection a été réalisée 
avec de l'Effectene (Qiagen) selon les recommandations du fabricant. Les siARN utilisés sont 
: siGFP ACUACCAGCAGAACACCCCUU ; siEZH2 CAGAGAAUGUGGAUUUAUA ; 
siE2F1 (sc-29297, Santa Cruz) ; siE2F8 (sc-96849, Santa Cruz).  
 Pour l'inhibition pharmacologique de EZH2, les cellules H295R ont été ensemencées à 
400 000 cellules par puits en plaque 6 puits. Après 24 heures, les cellules ont été traitées avec 
0,5 ; 1,0 ou 5,0µM de DZNep (102052-95-9, Cayman Chemical). Le DZNep étant repris dans 
le DMSO, les conditions contrôles ont été réalisées avec des cellules traitées au DMSO. Les 
traitements se sont déroulés sur 2 ou 5 jours avec un changement de milieu toutes les 24 
heures.  
Extraction protéique et western blot 
 Les protéines ont été extraites à l'aide d'un tampon NLB (Nuclei Lysis Buffer, 50mM 
Tris-HCl pH8.1, 10mM EDTA et 1% SDS) auquel ont été ajoutés des inhibiteurs de protéases 
(Complete, 11 697 498 001, Roche). Trente microgrammes de protéines totales ont été 
séparées sur gel SDS-PAGE puis transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les 
membranes ont ensuite été incubées avec les dilutions d'anticorps EZH2 (1/1000, 3147, Cell 
signaling), H3K27me3 (1/1000, 07-449, Millipore). L'accumulation de EZH2 a été rapportée 
à l'accumulation de l'actine (anticorps à 1/5000, A2066, Sigma). H3K27me3 a été rapportée à 
l'accumulation de l'histone H3 (1/1000, C-16, Santa Cruz).  
 
Nom du gène Séquences (5’-3’) Température 
ACTINE S : CGCGAGAAGATGACCCAGATC AS : TCACCGGAGTCCATCACGA 60°C 
EZH2 S : TCCGGGATGCCGCTGCAA AS : AAATCCCCCAGCCTGCCA CG 60°C 
CYCLINE E S : TGAGTGGTGCGACATAGAGAA AS : TGTCCAGCAAATCCAAGCTG 60°C 
CYCLINE D2 S : CATTGCTCTGTGTGCCACCG AS : GCGAGCTCACTTCCTCATCC 60°C 
CYCLINE A2 S : CCCTCTTGATTATCCAATGG AS : CTTCATTAACACTCACTGGC 60°C 
CYCLINE B2 S : CATGTGCGTTGGCATTATGG AS : CAAGAGCAGAGCAGTAATCC 60°C 
Figure 39 : Séquences des amorces de PCR quantitative et température d’utilisation. 
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Mesure de du taux de prolifération et analyse du cycle cellulaire 
 Le taux de prolifération des cellules H295R a été déterminé par comptage des cellules. 
Pour les expériences d'interférence ARN, les cellules ont été comptées 5 jours après la 
première transfection. Pour les expériences de traitement au DZNep, les cellules ont été 
comptées après 5 jours de traitement. Ce nombre de cellules a été rapporté au nombre de 
cellules ensemencées au départ et exprimé par rapport à la condition contrôle.  
 Pour les analyses du cycle cellulaire, les cellules ont été récupérées après 5 jours de 
transfection ou 5 jours de traitement. Les culots de cellules ont été resuspendus dans de la 
RNAse A à 1mg/ml et du iodure de propidium à 25mg/ml. La répartition dans le cycle a été 
analysée par cytométrie en flux en mesurant l’incorporation de iodure de propidium.  
Mesure de l'accumulation des transcrits par RTqPCR 
 Les ARN totaux ont été extraits au Trizol (Invitrogen) selon les recommandations du 
fabricant. La reverse transcription de 1µg d'ARN a été réalisée à 42°C pendant 1 heure par 
amorçage aléatoire avec 5pmol d'amorces hexanucléotides (U1240 ; Promega), grâce à 200 
unités de reverse transcriptase (M1701 ; Promega) et en présence de 2,5mM de dNTPs et de 
20 unités d'inhibiteurs de RNase (recombinant RNAsin, N2615 ; Promega), dans un volume 
final de 12.5µl.  
 Les PCR quantitatives ont été réalisées à partir de 2µl d'ADNc dilué au 1/10. Le 
mélange réactionnel se compose de 2µl d'ADNc dilué, 5µl de SYBR Premix ExTaqII 2X 
(Takara), 10pmol de chaque amorce (Figure 39) dans un volume final de 10µl. Les niveaux 
relatifs d'expression ont été déterminés à partir de la méthode du ΔΔCt en normalisant 
l'expression grâce au gène de ménage Actine.  
Marquage TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl dUTP nicken labeling) 
 Les cellules H295R ont été ensemencées sur des lamelles de verre à 400 000 cellules 
par puits de plaques 6 puits. Après deux jours de traitement, les cellules ont été fixées avec de 
la PFA à 4% pendant 30 minutes à température ambiante. Les cellules ont ensuite été 
perméabilisées avec du Triton 0.1%. Les cellules ont été incubées dans un mélange contenant 
l'enzyme TdT à 20U/µl (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase, EP0162, Thermo 
Scientific), de la Biotin-11-dUTP à 1mM (R0081, Thermos Scientific), de l'ATP à 1mM et le 
tampon de l'enzyme pendant 1 heure à 37°C. Puis les cellules ont été incubées avec de la 
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streptavidine-HRP (1/1000), 1 heure à température ambiante. L'activité HRP a été révélée par 
le kit TSA. Un marquage au Hoescht a été réalisé pour mettre en évidence les noyaux. Le taux 
de prolifération a été évalué par comptage des cellules TUNEL-positives sur cinq champs à 
fort grossissement (40x) pour chaque lamelle. Ce nombre de cellules apoptotiques a ensuite 
été rapporté au nombre total de cellules sur chaque champ, afin d'exprimer le nombre de 
cellules apoptotiques en pourcentage du nombre total de cellules. Pour chaque condition, trois 
lamelles ont été comptées et la moyenne de ces trois comptages a été réalisée.  
Formation de colonie en soft agar 
 Une base agar à 0.75% a été préparée et 1ml de cette base a été déposé dans des puits 
de plaques 6 puits. Cet agar 0.75% a été obtenu par le mélange d'un volume équivalent d'agar 
1.5% et de milieu DMEM-F12 2X. Ces plaques ont ensuite été stockées à 4°C pendant 24h.  
 Les cellules H295R ont été ensemencées à 400 000 cellules par puits en plaque 6 puits. 
Après 24 heures, les cellules ont été traitées pendant 2 jours avec du DZNep à 5µM ou du 
DMSO. Les cellules traitées ont ensuite été récupérées et comptées. Dix mille cellules ont été 
resuspendues dans de l'agar à 0.45%, obtenu par le mélange d'un volume équivalent d'agar 
0.9% et de milieu DMEM-F12 2X. A ce mélange a été ajouté du DZNep à 5µM ou du DMSO 
en quantité équivalente. Les cellules dans l'agar 0.45% ont été ensemencées sur la base agar. 
Après 15 jours de croissance, les colonies ont été fixées à la PFA 4% et colorées au cristal 
violet.  
Test de blessure 
 Les cellules ont été ensemencées à 3,5.106 cellules par puits en plaque 6 puits. Après 
48 heures, une blessure a été réalisée à l'aide d'un cône de pipette 10µl. Les cellules ont alors 
été traitées avec du DZNep 5µM ou du DMSO pour le contrôle, pendant 5 jours. Après ce 






Figure 40 : EZH2 est surexprimé et associé à un mauvais pronostic 
A/ Analyse de l’expression de EZH2 dans deux cohortes indépendantes de patients (Giordano et al., 2008; 
de Reynies et al., 2009). Expression de EZH2 dans des surrénales normales (Nad), des adénomes (ACA) 
et des carcinomes cortico-surrénaliens (ACC). 
B/ Analyse de la survie des patients porteurs d’un carcinome (ACC), en fonction du niveau d’expression 
de EZH2 (Cohorte Cochin, de Reynies et al., 2009).  
Figure 41 : L’expression de EZH2 est associée à l ’expression du marqueur de prolifération PCNA. 
La corrélation a été établie sur la base des données d’expression de EZH2 et PCNA issues des 








EZH2 est surexprimé dans les CCS et associé à un mauvais pronostic.  
 L'expression de EZH2 étant dérégulée dans de nombreux cancers, cette HMTase 
pourrait être un acteur important de la progression tumorale. Afin de déterminer si cela 
pouvait être le cas dans les tumeurs cortico-surrénaliennes, une analyse rétrospective des 
données du transcriptome de deux cohortes indépendantes a été réalisée (Giordano et al., 
2003; de Reynies et al., 2009). Celle-ci met en évidence une augmentation de l'expression de 
EZH2 dans les CCS par rapport aux ACS et aux tissus sains (Figure 40A). Dans le groupe des 
CCS, les patients ayant une forte surexpression de EZH2 présentent une survie globale plus 
courte que les patients ayant des niveaux plus faibles de EZH2 (Figure 40B). EZH2 est donc 
surexprimé dans les CCS et son expression est associée à un mauvais pronostic. EZH2 
pourrait donc être un acteur de la progression tumorale cortico-surrénalienne.  
 EZH2 étant capable de favoriser la prolifération cellulaire dans divers cancers, nous 
avons tout d'abord évalué l'existence d'un lien entre prolifération et expression de EZH2 dans 
les CCS. Pour cela, à partir des données du transcriptome des patients (Giordano et al., 2003; 
de Reynies et al., 2009), une analyse de corrélation entre l'expression de EZH2 et du 
marqueur de prolifération PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) a été réalisée. Celle-ci 
révèle une forte association entre les niveaux d'expression de EZH2 et de PCNA dans les CCS 
(Figure 41), suggérant un rôle de EZH2 dans le contrôle de la prolifération des cellules 
cortico-surrénaliennes.   
 
L'inhibition de EZH2 dans les cellules H295R par siARN induit une diminution de 
prolifération avec un arrêt du cycle en phase G0/G1. 
 Afin de comprendre le rôle de EZH2 dans les CCS, son expression a été inhibée par 
siARN dans les cellules de CCS humain H295R. L'accumulation de la protéine EZH2 est 
réduite de 60% suite à la transfection du siEZH2 dans les cellules H295R et ceci 
s'accompagne d'une réduction significative de 40% de la marque H3K27me3 (Figure 42A et 
B). L'expression de EZH2 étant associée à un marqueur de prolifération chez les patients, 
nous avons en premier lieu analysé l'impact de la perte de EZH2 sur la prolifération les 
cellules H295R. Le taux de prolifération des cellules transfectées avec le siARN dirigé contre 
EZH2 est significativement réduit par rapport aux cellules contrôles (siGFP) (Figure 42C). 
Figure 42 : L’inhibition de EZH2 dans les cellules H295R par siARN induit une diminution de 
prolifération avec un arrêt du cycle en phase G0/G1 
A/ Analyse de l’accumulation de la protéine EZH2. La protéine EZH2 a été détectée par Western blot sur 
des extraits protéiques de cellules H295R transfectées avec un siARN contrôle (siGFP) ou dirigé contre 
EZH2 (siEZH2). Les niveaux d’accumulation de la protéine EZH2 ont été normalisés par l’actine.  
L’histogramme représente la quantification  de trois expériences indépendantes. 
B/ Analyse de la marque H3K27me3. H3K27me3 a été détectée par Western blot à partir des protéines 
extraites des cellules H295R transfectées avec un siGFP ou un siEZH2. Les niveaux de d’accumulation de 
la marque H3K27me3 ont été normalisés par rapport à l’accumulation de la protéine H3. L’histogramme 
représente la quantification  de trois expériences indépendantes. 
C/ Niveau de prolifération des cellules H295R. Les cellules ont été comptées cinq jours après transfection 
des siGFP ou siEZH2. Le graphique représente le taux de prolifération par rapport au nombre de cellules 
ensemencées au départ et exprimé par rapport à la condition contrôle (siGFP). Ces expériences ont été 
réalisées trois fois.  
D/ Analyse du cycle cellulaire des cellules H295R après transfections de siARN contrôle (siGFP) ou 
dirigés contre EZH2. Le graphique représente le pourcentage de cellules en phase G0/G1, G2/M et S 
après cinq jours de transfection.   
E/ Quantification relative des transcrits du gène Cycline E après transfection des siARN GFP ou dirigé 
contre EZH2. La normalisation a été effectuée par rapport à l’accumulation des transcrits Actine.  
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L'analyse du cycle cellulaire met en évidence une augmentation du nombre de cellules en 
phase G0/G1 avec une diminution du nombre de cellules en phase S lorsque l'expression de 
EZH2 est réduite (Figure 42D). En accord avec cet arrêt du cycle en phase G0/G1, nous 
observons une diminution des transcrits Cycline E dans les cellules où EZH2 a été inhibé 
(Figure 42E). EZH2 pourrait donc être impliqué dans le contrôle de la prolifération des 
cellules de CCS.  
  
L'inhibition pharmacologique de EZH2 induit une diminution de prolifération avec un arrêt 
du cycle en phase G2/M et une augmentation de l'apoptose 
 La transfection des siARN dans les cellules H295R s’accompagne de la mort de près 
de la moitié des cellules, empêchant d'évaluer le taux d'apoptose en réponse à l'inhibition de 
EZH2 par cette technique. De plus, les siARN ne pourront pas être utilisés sur un modèle 
murin de CCS, afin d'analyser l'impact de l'inhibition de EZH2 sur la progression tumorale in 
vivo. Nous avons donc testé l'effet d'un inhibiteur pharmacologique de EZH2, le 3-
Deazaneplanocin A (DZNep). 
 Les cellules H295R ont été traitées pendant 5 jours avec 3 doses de DZNep (0,5 ; 1,0 
et 5,0 µM). L'efficacité du DZNep a été évaluée en mesurant l’accumulation de la protéine 
EZH2 et de sa marque épigénétique cible H3K27me3, en western blot. Dès 0,5µM, une 
diminution d’expression de la protéine EZH2 et de la marque H3K27me3 est observée (Figure 
43A et B). Le taux de prolifération des cellules H295R traitées avec 0,5 ; 1,0 ou 5,0µM de 
DZNep est significativement diminué par rapport aux cellules ayant reçu le traitement 
contrôle (DMSO) (Figure 43C). La diminution de prolifération étant plus marquée pour la 
dose de 5µM de DZNep, la suite des expériences a été réalisée avec cette concentration. Une 
analyse par cytométrie en flux après incorporation de iodure de propidium a été réalisée sur 
les cellules H295R après traitement. La proportion des cellules en phase G0/G1 est diminuée 
avec l'inhibition de EZH2 par le DZNep alors qu'elle augmente en phase G2/M par rapport 
aux cellules ayant reçu le traitement contrôle (Figure 43D). Le DZNep induit donc un arrêt du 
cycle cellulaire en phase G2/M. L'inhibition de EZH2 par cet inhibiteur pharmacologique n'a 
donc pas le même impact sur le cycle que l'inhibition de EZH2 par siARN. Cet arrêt du cycle 
cellulaire s'accompagne, dans les cellules traitées au DZNep, d'une diminution significative de 
































































Figure 43 : L’inhibition  pharmacologique de EZH2 dans les cellules H295R induit une diminution 
de prolifération avec un arrêt du cycle en phase G2/M. 
A/ Analyse de l’accumulation de la protéine EZH2. La protéine EZH2 a été détectée par Western blot sur 
des extraits protéiques de cellules H295R traitées avec du DMSO (contrôle) ou du DZNep (0,5µM ; 
1,0µM ou 5,0µM). Les niveaux d’expression de EZH2 ont été normalisés par rapport à l’actine. 
L’histogramme représente la quantification de trois expériences indépendantes. 
B/ Analyse de la marque H3K27me3. H3K27me3 a été détectée par Western blot à partir des protéines 
extraites des cellules H295R traitées au DMSO ou au DZNep. Les niveaux de H3K27me3 ont été 
normalisés par rapport à H3. L’histogramme représente la quantification de trois expériences 
indépendantes. 
C/ Niveau de prolifération des cellules H295R. Après cinq jours de traitement (DMSO ou DZNep) les 
cellules ont été comptées. Le graphique représente le taux de prolifération par rapport au nombre de 
cellules ensemencées au départ et exprimé par rapport à la condition contrôle (DMSO). Ces expériences 
ont été réalisées trois fois.  
D/ Analyse du cycle cellulaire des cellules H295R après cinq jours de traitement. Le graphique représente 
le pourcentage de cellules en phase G0/G1, G2/M et S après cinq jours de transfection.   
E/ Quantification relative des transcrits des gènes CyclineD2, CyclineE, CyclineA2 et CyclineB2. La 
normalisation a été réalisé par rapport à l’expression du gène Actine. Les cellules H295R ont été traitées 
cinq jour avec du DMSO (contrôle) ou du DZNep (5µM).  




















































Figure 45 : L’inhibition  pharmacologique de EZH2 réduit les capacités oncogéniques des cellules 
H295R. 
A/ Analyse de la migration. Après 5 jours de traitement (DMSO ou DZNep), le comblement de la blessure 
a été quantifié. Les résultats de la quantification pour trois expériences indépendantes sont représentés par 
le graphique. 
B/ Formation de colonies en soft-agar. Les cellules ont été ensemencées en soft agar après deux jours de 
traitement (DMSO ou DZNep 5µM). Après 15 jours de croissance, les colonies ont été fixées et colorées 
au cristal violet.  












































Control DZNep 5µM 
Figure 44 : Le DZNep augmente l’apoptose des cellules H295R. 
Analyse de l’apoptose des cellules H295R. Après deux jours de traitement contrôle (DMSO) ou DZNep  à 
5µM, un marquage TUNEL a été réalisé. Sur l’image, les flèches blanches indiquent les cellules marquées 
(cellules apoptotiques). Le graphique représente la quantification des cellules apoptotiques pour trois 
expériences indépendantes. 
Control DZNep 5µM 
A/ B/ 
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 Afin de déterminer si la diminution du taux de prolifération pouvait s’accompagner 
d’une augmentation de la mort cellulaire, nous avons quantifié l'apoptose des cellules H295R. 
Après traitement des cellules au DZNep ou au DMSO (contrôle) durant deux jours, un 
marquage TUNEL a été réalisé afin de mettre en évidence les cellules apoptotiques. Le 
comptage des cellules apoptotiques montre une augmentation du taux d'apoptose avec le 
traitement DZNep par rapport aux cellules contrôles (Figure 44). Le DZNep permet donc 
d'inhiber la prolifération et d'augmenter l'apoptose des cellules H295R in vitro. 
 
Le DZNep inhibe les caractéristiques agressives des cellules H295R. 
 Nous avons ensuite évalué l'effet du DZNep sur la capacité de migration des cellules 
H295R. Après avoir réalisé une blessure sur un tapis cellulaire confluent, les cellules ont été 
traitées pendant 5 jours avec du DZNep ou le traitement contrôle. Les cellules traitées au 
DZNep présentent une capacité de comblement significativement réduite d'environ 40% par 
rapport aux cellules contrôles (Figure 45A).  
 D'autre part, la capacité des cellules à proliférer en absence de contact a été évaluée 
par un test de formation de colonies en milieu semi-liquide, le soft-agar. Les cellules ont été 
traitées durant deux jours avant d'être ensemencées dans le soft-agar, puis tout au cours de la 
pousse. Après 15 jours de croissance, nous pouvons observer que le nombre et la taille des 
clones sont fortement réduits avec le traitement DZNep par rapport au traitement contrôle 
(Figure 45B), suggérant que le traitement au DZNep restaure l’anoikis. 
 
Cibles potentielles de EZH2 dans les CCS 
 Afin d'identifier les cibles potentielles de EZH2 dans les CCS, son expression a été 
corrélée à l'expression de l'ensemble des gènes présents dans le transcriptome de la cohorte de 
l'université du Michigan (Giordano et al., 2003). Le dendrogramme (Figure 46) présente les 
gènes co-dérégulés avec EZH2 avec une p-value <0.00001. Malgré l’effet inhibiteur supposé 
de EZH2, l’expression d’une majorité des gènes présents dans cette analyse est corrélée 
positivement à celui-ci. Ceci suggère que soit ces gènes ne sont pas des cibles directes de 
EZH2, soit que l’action de EZH2 dans les cortico-surrénalomes ne repose pas sur le complexe 
répresseur PRC2. Conformément à nos analyses in vitro, montrant un effet de EZH2 sur la 
Figure 46 : Dendrogramme des gènes co-dérégulés avec EZH2 dans les CCS. 
L’expression de EHZ2 a été corrélée à l’expression de l’ensemble des gènes du transcriptome de 
l’université du Michigan (Giordano et al., 2008). Le dendrogramme représente les gènes corrélés avec une 
p value <0.00001. Les flèches colorées mettent en évidence les gènes impliqués dans la prolifération 
(cycle cellulaire, réplication et mitose), l’apoptose et la clonogénicité. Les têtes de flèches noires mettent 
en évidence les facteurs pouvant contrôler l’expression de EZH2. NC : surrénale normale ; ACA : 
adénome cortico-surrénalien ; ACC : corticosurrénalome. 
 
Cyclines et CDK 
Réplication de l’ADN 
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prolifération cellulaire, l’analyse met en évidence une co-dérégulation de EZH2 avec les 
gènes codant les cyclines B1 (CCNB1), B2 (CCNB2) et A2 (CCNA2) ainsi qu’avec la kinase 
associée aux cyclines CDK1 (Cyclin dependent kinase 1) (Figure 46). De nombreux gènes 
impliqués dans la réplication de l'ADN sont également co-dérégulés avec EZH2, comme les 
gènes codant les protéines MCM (Minichromosome maintenance, MCM7, MCM3, MCM2, 
MCM5, MCM10 et MCM4) et les gènes CDC6 et CDC45 (Cell Division Cycle 6 et 45) 
(Figure 46). L'analyse de l'expression des gènes co-dérégulés met également en évidence des 
altérations dans l'expression de nombreux facteurs impliqués dans la mitose et la séparation 
des chromosomes (CDC25c, CDCA8, CDCA2, CDCA5, BUB1, BUB1B, CASC5 et de 
nombreux membres de la famille des Kinésines) (Figure 46). L’analyse met également en 
évidence une association entre surexpression de EZH2 et surexpression de l’inhibiteur 
d'apoptose BIRC5 qui pourrait jouer un rôle dans l’effet inhibiteur de EZH2 sur l’apoptose. 
Enfin, l'expression de CDCA7 qui est impliqué dans la clonogénicité des cellules 
lymphoblastiques (Prescott et al., 2001) est également associée à EZH2. Il pourrait être un 
candidat intéressant pour rendre compte de l’effet du DZNep  sur la capacité des cellules 
H295R à former des colonies en soft agar. 
 
L'expression de EZH2 dans les CCS pourrait être régulée par les facteurs de transcription 
E2F 
 Afin d’identifier des acteurs potentiels de la surexpression de EZH2 dans les 
corticosurrénalomes, nous avons cherché à identifier des facteurs de transcription parmi les 
gènes co-dérégulés avec EZH2 chez les patients. Cette analyse à mis en évidence une 
corrélation positive entre E2F2, HELLS et EZH2 (Figure 46). Les facteurs de transcription 
E2F sont capables de stimuler l’expression de EZH2 dans des fibroblastes (Bracken et al., 
2003). HELLS code une hélicase qui coopère avec E2F3A pour la régulation de gènes cibles 
E2F3 (von Eyss et al., 2012). Ces observations suggéraient donc que l'expression de EZH2 
dans la cortico-surrénale pourrait être sous le contrôle des facteurs de transcription E2F. 
 Afin de tester cette hypothèse, nous avons analysé l'expression des facteurs E2F1 à 
E2F8 à partir des données du transcriptome des patients (Giordano et al., 2003). Ces analyses 
montrent que les facteurs de transcription E2F1, E2F4, E2F6, E2F7 et E2F8 sont surexprimés 
dans les CCS par rapport aux ACS et aux tissus sains (Figure 47A). Toutefois seule 
l'expression des facteurs E2F1, E2F7 et E2F8 est corrélée à l'expression de EZH2 dans les 
Figure 48 : L’inhibition des facteurs de transcription E2F1 et E2F8 induit une diminution de 
prolifération des cellules H295R et est associée à la diminution de l’accumulation de EZH2. 
A/ Niveau de prolifération des cellules H295R. Les cellules ont été comptées cinq jours après transfection 
des siGFP, siEZH2, siE2F1 ou siE2F8. Le graphique représente le taux de prolifération par rapport au 
nombre de cellules ensemencées au départ et exprimé par rapport à la condition contrôle (siGFP). Ces 
expériences ont été réalisées trois fois.  
B/ Analyse de l’accumulation de la protéine EZH2. La protéine EZH2 a été détectée par Western blot sur 
des extraits protéiques de cellules H295R transfectées avec un siARN contrôle (siGFP), dirigé contre 
EZH2 (siEZH2), dirigé contre E2F1 (siE2F1) ou dirigé contre E2F8 (siE2F8). L’actine sert de contrôle de 
charge.  
Test t de Student, *p≤0.05.  
 
Figure 47 : L ’expression de EZH2 pourrait être régulée par les facteurs de trasncription E2F. 
A/ Analyse de l’expression des facteurs de transcription E2F1, E2F4, E2F6, E2F7 et E2F8 à partir des 
données du transcriptome des patients de la cohorte « Michigan » (Giordano et al., 2008). 
B/ Analyse de la corrélation entre l’expression de EZH2 et les facteurs E2F1, E2F7 ou E2F8 pour les 
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CCS (Figure 47B). Ces trois facteurs de transcription pourraient donc être des acteurs de la 
régulation de EZH2 dans la cortico-surrénale. Toutefois, l’analyse de leur expression par 
RTqPCR sur des échantillons de patients a mis en évidence une quasi absence de E2F7 dans 
la cortico-surrénale humaine (Ct = 30,2 ± 1,7 pour E2F7; Ct = 22,9 ± 1,2 pour E2F1 et Ct = 
28,6 ± 2,2 pour E2F8). Nous avons donc focalisé la suite de notre étude sur E2F1 et E2F8. 
 Afin de déterminer si ces deux facteurs régulent l'expression de EZH2 dans les CCS, 
nous avons inhibé leur expression par siARN dans les cellules H295R. La transfection des 
siARN dirigés contre E2F1 ou E2F8 induit une diminution significative de prolifération des 
cellules H295R par rapport aux cellules transfectées avec le siARN contrôle (siGFP) (Figure 
48A). Cette réduction du taux de prolifération des cellules H295R en réponse à l'inhibition de 
E2F1 ou E2F8 est similaire à celle observée lors de l'inhibition de EZH2 par siARN (Figure 
48A). Les facteurs de transcription E2F1 et E2F8 semblent donc impliqués dans la 
prolifération des cellules de CCS humain. L'analyse par western blot de l'accumulation de la 
protéine EZH2 suite à l'inhibition de E2F1 ou de E2F8 met en évidence une diminution de  
EZH2 (Figure 48B). Ce résultat suggère que les facteurs E2F1 et E2F8 pourraient être 
impliqués dans le contrôle de l'expression de EZH2 dans les cellules cortico-surrénaliennes.   
 
Conclusion et discussion 
 Les analyses des données du transcriptome montrent que  EZH2 est surexprimé et 
associé à un mauvais pronostic dans les CCS. L'expression de EZH2 est corrélée à celle du 
marqueur de prolifération PCNA, suggérant un rôle dans le contrôle de la prolifération des 
cellules cortico-surrénaliennes. Ceci est confirmé par nos analyses in vitro, où l'inhibition de 
EZH2 par siARN ou par un inhibiteur pharmacologique, le DZNep, induit une diminution de 
la prolifération des cellules H295R. De plus, les traitements DZNep augmentent l'apoptose et 
réduisent les capacités de migration et de prolifération de ces cellules en milieu semi-liquide. 
EZH2 semble donc contrôler la prolifération, l'apoptose, la migration et la clonogénicité des 




Figure 49 : Le GSK126 induit une diminution de prolifération  des cellules H295R. 
Niveau de prolifération des cellules H295R. Après cinq jours de traitement DMSO (contrôle) ou GSK126 
aux doses indiquées, les cellules ont été comptées. Le graphique représente le taux de prolifération par 
rapport au nombre de cellules ensemencées au départ et exprimé par rapport à la condition contrôle 
(DMSO). Ces expériences ont été réalisées trois fois.  
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Différence d’effets entre siARN dirigé contre EZH2 et DZNep.  
 L'inhibition de EZH2 par siARN ou par l'inhibiteur pharmacologique DZNep, réduit 
l’expression de la protéine EZH2 et de la marque H3K27me3 et inhibe la prolifération des 
cellules H295R. Toutefois ces deux approches n'induisent pas le même effet sur le cycle 
cellulaire. En effet, les analyses du cycle montrent un arrêt en phase G0/G1 lors de l'inhibition 
de EZH2 par siARN, alors que l'arrêt du cycle se produit en phase G2/M avec le traitement au 
DZNep. Alors que la transfection du siARN dirigé contre EZH2 est spécifique, le DZNep est 
un inhibiteur de la S-adenosylhomocysteine hydrolase, induisant le blocage du cycle de la 
méthionine et donc inhibant les méthyltransférases en général. Cette molécule n'est donc pas 
spécifique de EZH2 et l'activité d'autre HMTases est altérée par ce traitement (Lee and Kim, 
2013). Cette différence peut donc expliquer une réponse cellulaire différente, en fonction de 
l'approche utilisée pour inhiber EZH2. Ainsi, dans des cellules tumorales mammaires MCF-7, 
l'inhibition de EZH2 par siARN ou par le DZNep induit une réexpression de gènes différents, 
en fonction de l'approche utilisée (Tan et al., 2007). Le DZNep pouvant affecter d'autres 
acteurs que EZH2, les effets observés suite au traitement ne peuvent être attribués uniquement 
à EZH2. La transfection de siARN ne nous permettant pas d'évaluer l'apoptose ou la 
migration et ne pouvant être utilisée in vivo, il est nécessaire de disposer d'un inhibiteur 
pharmacologique pour ces utilisations. Récemment, un inhibiteur très spécifique de EZH2 a 
été développé, le GSK126 (McCabe et al.). Nos résultats préliminaires montrent une 
diminution significative du taux de prolifération des cellules H295R après 5 jours de 
traitement avec 5µM de cette molécule (Figure 49). Toutefois, nous avons pu observer une 
variabilité dans la réponse des cellules à ce traitement. Il est donc nécessaire de confirmer ces 
résultats.  
 
Contrôle de l'expression de EZH2 dans les CCS 
 L'expression de EZH2 dans les CCS pourrait être sous le contrôle de facteurs de 
transcription E2F. En effet l'expression de E2F1 et E2F8 est augmentée dans les CCS 
humains et corrélée à l'expression de EZH2. De plus, leur inhibition en cellules H295R induit 
une diminution de prolifération et s'accompagne d'une réduction de l'accumulation de la 
protéine EZH2. EZH2 pourrait donc être une cible des facteurs de transcription E2F1 et E2F8. 
La diminution de prolifération et d'accumulation de EZH2 est similaire que l’on inhibe E2F1 
ou E2F8, suggérant que ces deux facteurs pourraient agir de concert pour stimuler 
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l’expression de EZH2. Il a été mis en évidence, par des expériences de GST pull down et 
d'immunoprécipitation, que E2F1 et E2F8 pouvaient interagir directement (Liu et al., 2013). 
Toutefois, E2F8 est principalement décrit comme un répresseur transcriptionnel (Iaquinta and 
Lees, 2007; Moon and Dyson, 2008). En effet, dans des cellules hépatiques humaines HepG2, 
E2F1 et E2F8 sont recrutés sur les même promoteurs, mais E2F8 agit comme un répresseur de 
la transcription de ces gènes (Pandit et al., 2012). De plus, dans un modèle murin 
d'invalidation de E2f8 spécifiquement dans le foie, une augmentation d'expression de gènes 
cibles E2F est observée (Pandit et al., 2012). L'inactivation de E2f1 dans ce modèle murin 
supprime l'augmentation d'expression de ces gènes, suggérant des actions antagonistes de 
E2F1 et E2F8 sur les mêmes gènes (Pandit et al., 2012). Les effets des E2F pourraient 
toutefois être spécifiques du tissu ou des cellules considérées. En effet, alors que E2F8 est 
capable de réguler négativement l'expression de E2F1 dans des cellules de rein embryonnaire 
HEK-293 (Christensen et al., 2005), cette régulation n'est pas observée dans des cellules 
humaines de foie Huh7 et PLC/PRF/5 (Deng et al., 2010). De même, alors que l'expression 
ectopique de E2F8 dans des cellules fibroblastiques humaines induit une inhibition de 
prolifération, ce facteur de transcription est surexprimé dans les hépatocarcinomes et 
augmente la prolifération des cellules hépatiques PLC/PRF/5 en culture et xénogreffe (Deng 
et al., 2010). Il n'est donc pas exclu que dans la cortico-surrénale, ces deux E2F puissent agir 
ensemble pour stimuler l'expression de EZH2. Une autre hypothèse peut reposer sur une 
action séquentielle de ces deux facteurs. E2F8 étant une cible transcriptionnelle de E2F1 
(Christensen et al., 2005), on peut donc supposer que l'augmentation d'expression de E2F1 
dans les CCS induit l'expression de E2F8, qui serait capable de stimuler la transcription de 
EZH2. En effet, même si E2F8 est principalement décrit comme un répresseur 
transcriptionnel, un effet de E2F8 comme activateur transcriptionnel a été décrit pour le gène 
Cycline D1 dans des hépatocytes (Deng et al., 2010) et pour le gène VEGFA dans des cellules 
HeLa (Weijts et al., 2012). D'autre part, nous n'avons pas établi si EZH2 est une cible directe 
des facteurs E2F. Dans des cellules HEK-293T, des expériences de transfection de gènes 
rapporteurs semblent indiquer que E2F1 est capable de réguler directement l'expression de 
EZH2 (Bracken et al., 2003). Ces données sont renforcées par des expériences de ChIP dans 
des cellules fibroblastiques humaines, démontrant le recrutement de E2F1 au niveau du 
promoteur de EZH2 (Iannetti et al., 2014). Toutefois, nous ne pouvons pas exclure que les 
E2F1 et 8 induisent l'expression d'un facteur intermédiaire responsable du contrôle de 
l'expression de EZH2. 
Figure 50 : Accumulation de la marque H3K27me3 dans les ACS et CCS. 
L’accumulation de la marque H3K27me3 a été évaluée par Western blot sur des extraits protéiques 
d’adénomes (ACA, n = 6) et de carcinomes corticosurrénaliens (ACC, n = 8). Les niveaux 
d’accumulation de la marque H3K27me3 ont été normalisés par l’accumulation de l’histone H3.  
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Cibles de EZH2 dans les CCS ? 
 Nos résultats suggèrent l'implication de EZH2 dans la tumorigenèse cortico-
surrénalienne. Son rôle pourrait passer, entre autres, par le contrôle de la prolifération et de 
l’apoptose. En effet, sa surexpression est associée à l'expression de PCNA dans les CCS 
humains et son inhibition in vitro réduit la prolifération et stimule l’entrée en apoptose des 
cellules H295R. L’analyse de corrélation reposant sur le transcriptome de patients (Figure 46) 
suggère que EZH2 est co-dérégulé avec de nombreux acteurs de la prolifération cellulaire et 
de l'apoptose. L’ensemble de ces facteurs pourrait constituer des cibles pertinentes de EZH2 
dans les CCS. Il reste toutefois à confirmer l’implication de EZH2 dans le contrôle de leur 
expression. Dans des cellules cancéreuses mammaires ou de l'ovaire, EZH2 inhibe 
l'expression du gène p57Kip2 codant un inhibiteur du cycle cellulaire (Guo et al., 2011; Yang et 
al., 2009). Celui-ci est localisé au locus 11p15.5 (locus IGF2) et voit son expression diminuer 
dans les CCS (Bourcigaux et al., 2000). Il pourrait donc être une autre cible intéressante de 
EZH2 dans les CCS. 
 Les données obtenues par la corrélation de l'expression de EZH2 avec l'ensemble des 
gènes présents dans le transcriptome de la cohorte de l'université du Michigan (Giordano et 
al., 2003) montrent, de manière étonnante, que la majorité des gènes ont leur expression 
corrélée positivement à l'expression de EZH2 (p<0.00001) (Figure 46). Ceci suggère un rôle 
de EZH2 dans l'activation de la transcription. Au sein du complexe PRC2, EZH2 est associé à 
la répression de la transcription. Toutefois, EZH2 possède également la capacité, 
indépendamment du complexe PRC2, de stimuler certains facteurs de transcription. Ceci a 
notamment été décrit pour le récepteur des androgènes AR (Androgen receptor) dans des 
cellules de cancer de la prostate hormonaux-indépendant (Xu et al., 2012), pour STAT3 dans 
des cellules de glioblastome (Kim et al., 2013) ou encore pour la β-caténine et le récepteur 
des œstrogènes ERα (Estrogen Receptor α) dans des cellules tumorales mammaires (Shi et 
al., 2007). La phosphorylation de EZH2 sur sa sérine 21 semble nécessaire pour cette activité 
de stimulation de la transcription (Kim et al., 2013; Xu et al., 2012). Cette phosphorylation, 
pouvant être réalisée par AKT, induit une perte de l'activité histone méthyltransferase et donc 
une diminution de la marque H3K27me3 (Cha et al., 2005). L'évaluation de cette marque par 
Western blot dans un petit échantillon d'adénomes et de carcinomes cortico-surrénaliens, 
disponibles au laboratoire, met en évidence une diminution de l'accumulation de la marque 
H3K27me3 dans les CCS par rapport au ACS (Figure 50). Ainsi dans les CCS, EZH2 pourrait 
agir plutôt indépendamment du complexe PRC2 et favoriser la transcription. Cette hypothèse 

Résultats et discussion 
 
90 
permettrait de rendre compte de l'augmentation de l'expression de nombreux gènes, associée à 
la surexpression de EZH2 dans les CCS. Toutefois, une augmentation de l'expression des 
facteurs de transcription E2F étant observée dans les CCS, ces facteurs pourraient également 
être à l'origine de l'augmentation de la transcription des gènes observée dans l’analyse du 
transcriptome. La corrélation positive de l'expression de ces gènes et de l'expression de EZH2 














 Les CCS sont des tumeurs malignes rares avec 0.5 à 2 nouveaux cas par an et par 
million, mais ces tumeurs sont associées à un mauvais pronostic avec une survie à 5 ans 
inférieure à 40% (Abiven et al., 2006; Icard et al., 2001). Le seul traitement curatif des CCS 
repose sur l'exérèse complète de la tumeur primaire. Toutefois, environ 80% des patients 
ayant subi cette chirurgie présenteront une récidive (Fay et al., 2014). De plus, au moment du 
diagnostic, près de 50% des patients présentent des métastases (Else et al., 2014). Une 
thérapie adjuvante au mitotane peut alors être proposée, mais le mitotane entraine de 
nombreux effets secondaires et ne conduit pas à une réponse thérapeutique durable (Berruti et 
al., 2008). Il est donc nécessaire d'identifier les altérations à l'origine du développement et de 
la progression tumorale cortico-surrénalienne afin de développer des stratégies thérapeutiques 
ciblées plus efficaces.  
 Les deux altérations les plus fréquentes dans les CCS sont la surexpression du facteur 
de croissance IGF2 (90% des cas) (Gicquel et al., 1997b; Giordano et al., 2003) et l'activation 
de la voie Wnt/β-caténine (39% des CCS) (Gaujoux et al., 2011).  Notre équipe a démontré 
que la β-caténine est un oncogène surrénalien, mais que d'autres altérations doivent être 
nécessaires pour la progression maligne (Berthon et al., 2010). Nous avons mis en évidence 
que Igf2 seul n'initie pas la tumorigenèse cortico-surrénalienne et que sa surexpression 
associée à l'activation de la β-caténine dans le cortex surrénalien n'a qu'un effet modéré sur la 
progression maligne (Drelon et al., 2012). Afin d'identifier de nouvelles altérations, une 
analyse rétrospective du transcriptome de deux cohortes indépendantes de CCS a été réalisée. 
Celle-ci a mis en évidence une surexpression de l'HMTase EZH2, associée à un mauvais 
pronostic. Nos données in vitro suggèrent que EZH2 est impliqué dans le contrôle de la 
prolifération et de l'apopotose, dans la migration et la clonogénicité des cellules de CCS 
humain H295R.  
 
A/ Contrôle de l'expression de EZH2 dans les CCS 
 Afin d'identifier les facteurs pouvant expliquer la surexpression de EZH2 dans les 
CCS, nous avons cherché à identifier les facteurs de transcription co-dérégulés avec EZH2 
chez les patients. Nous avons identifié une corrélation positive entre E2F2, HELLS (code une 
hélicase impliquée dans la régulation de gènes cibles E2F3) et EZH2. Les facteurs de 
transcription E2F sont des acteurs intéressants pour le contrôle de l'expression de EZH2. En 





cellules fibroblastiques (Bracken et al., 2003). L'analyse de l'expression des facteurs E2F1 à 
E2F8 à partir des données du transcriptome de l'université du Michigan (Giordano et al., 
2003) a mis en évidence une surexpression de E2F1 et E2F8 et une corrélation positive entre 
leur expression et l'expression de EZH2 dans les CCS. De plus, leur invalidation par siARN 
dans les cellules H295R induit une diminution de l'accumulation de la protéine EZH2. Ces 
résultats in vitro devront être confirmés et l'accumulation des transcrits EZH2 suite à 
l'inhibition de E2F1 et de E2F8 devra également être analysée.  
 E2F1 et E2F8 peuvent interagir physiquement (Liu et al., 2013) et sont recrutés sur les 
même promoteurs dans les cellules HepG2 (Pandit et al., 2012). Ces deux facteurs de 
transcription pourraient donc agir ensemble sur l'expression de EZH2. Néanmoins, E2F8 étant 
décrit comme une cible transcriptionnelle de E2F1 (Christensen et al., 2005), une action 
séquentielle de ces deux facteurs de transcription est envisageable. L'expression de E2F8 sera 
donc analysée dans les cellules H295R après inhibition de E2F1 par siARN. En fonction des 
résultats, des expériences de ChIP pourront être menées afin de déterminer si E2F1 est recruté 
sur le promoteur de E2F8 et si E2F8 est recruté au niveau du promoteur de EZH2, ou bien si 
E2F1 et E2F8, sont tous les deux recrutés au niveau du promoteur de EZH2.  
 
B/ Implication de EZH2 dans la prolifération, l'apoptose, la migration et la 
clonogénicité des cellules H295R 
 Nos analyses in vitro ont montré que l'inhibition de EZH2 par siARN ou par un 
inhibiteur pharmacologique, le DZNep, induit une diminution de prolifération des cellules 
H295R. Toutefois, alors que les analyses du cycle cellulaire montrent un arrêt en phase 
G0/G1 pour le siARN dirigé contre EZH2, l'arrêt du cycle a lieu en phase G2/M pour le 
DZNep. Ce résultat souligne le fait que le DZNep n'est pas un inhibiteur spécifique de EZH2. 
Ainsi, les effets que nous observons suite au traitement des cellules H295R avec le DZNep ne 
peuvent être attribués uniquement à EZH2. L'utilisation du siARN dirigé contre EZH2 ne 
permettant pas de réaliser l'ensemble des tests (mesure de l'apotose, de la migration), la 
démonstration de l'implication de EZH2 dans ces processus devra être effectuée par 
l'utilisation d'un inhibiteur pharmacologique spécifique de EZH2, le GSK126. Nos résultats 
préliminaires montrent que le traitement des cellules H295R avec du GSK126 induit une 
diminution prolifération de ces cellules. Les tests de prolifération, d'apoptose, de migration et 
de formation de colonies en soft agar seront donc répétés sur les cellules H295R, traitées avec 
Figure 52 : Surexpression de Ezh2 dans les surrénales des souris AdTag. 
Quantification relative de l‘expression de Ezh2 par RTqPCR dans les surrénales des souris AdTage et 
contrôles de 2, 4 et 6 mois. Le graphique représente la quantité relative d’ARNm chez 7 souris AdTag par 
rapport à 7 souris contrôles. Les moustaches correspondent au minimum et maximum des valeurs. La 
barre représente la médiane tandis que la boite est bornée par le premier et le trosisème quartile.  
Test t de Student, * p≤0.05 ; **p ≤0.01 ;  ***p ≤0.001 
*** *** 
*** 
2mois 4mois 6mois 
Hyperplasie (Weiss<3) Adénome (Weiss≤3) 
             2 mois                                   4-6 mois                                       7-8 mois 
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Figure 51 : Tumorigenèse cortico-surrénalienne dans les souris AdTag. 
L’expression de l’AgT dans la cortico-surrénale induit le développement de carcinome. La formation de 
ces CCS est progressive avec une hyperplasie à 2 mois, puis l’apparition d’adénomes à 4-6 mois et enfin 
des CCS avec présence de métastases hépatiques et pulmonaires.  
Co : Cortex ; M : Medulla ; CT : cellules tumorales.  






des doses de 0,5 à 10µM de GSK126. A l’issue de ces expériences nous devrions avoir 
confirmé l’implication de EZH2 dans l’acquisition de caractéristiques agressives dans les 
cellules H295R. 
 
C/ Rôle de EZH2 dans la croissance tumorale et évaluation de l’effet curatif des 
molécules inhibant EZH2 in vivo 
 Afin de compléter nos analyses in vitro et de proposer un ciblage pré-clinique, le rôle 
de EZH2 dans le contrôle de la prolifération et de l'apoptose sera également démontré in vivo. 
Pour cela, nous utiliserons un modèle de xénogreffes de cellules H295R dans des souris 
immunodéficientes. L'activité methyltransférase de EZH2 sera inhibée grâce à des injections 
intra-péritonéales de GSK126, peu utilisé in vivo jusqu’à maintenant et de DZNep, pour 
lequel les conditions d’utilisation standard in vivo sont mieux définies. Ces modèles nous 
permettront d'évaluer le rôle de EZH2 dans la croissance de cellules tumorales humaines. 
Cependant, ces expériences reposent sur une seule lignée cellulaire et le site d'implantation 
des cellules ne reproduit pas fidèlement le micro-environnement tumoral de la cortico-
surrénale. Ainsi, afin de valider l'effet curatif des molécules inhibant EZH2, cette expérience 
devra être conduite dans un modèle murin de CCS. Nous disposons au laboratoire des souris 
AdTag. Ces souris transgéniques expriment l'antigène T de SV40 spécifiquement dans le 
cortex surrénalien, grâce aux régions régulatrices de Akr1b7 (Ragazzon et al., 2006). 
L'antigène T agit en inhibant Rb et p53, dont l'inactivation a été impliquée dans les CCS 
humains (Assié et al., 2014). Les souris AdTag développent progressivement des tumeurs 
malignes métastatiques (foie et poumon) (7-8 mois), en passant par des hyperplasies (1-2 
mois) et des adénomes (4-6 mois) (Figure 51, résultats non publiés, Marie Batisse-Lignier). 
Ce modèle présente l'intérêt de surexprimer EZH2 dès les stades précoces de la tumorigenèse 
(Figure 52 , résultats non publiés, Mickael Mathieu). Elles sont donc un bon modèle pour 
évaluer l'implication de EZH2 dans la progression tumorale et tester l'effet curatif de 
l'inhibition de EZH2, dans un contexte tumoral plus proche des CCS humains. L’ensemble de 
ces expériences permettra de valider l’implication de EZH2 dans le développement de CCS et 
de proposer son ciblage thérapeutique avec des molécules pharmacologiques.  
 En plus du GSK126, un nouvel inhibiteur très spécifique de EZH2 est disponible, le 
EPZ-6438 (Knutson et al., 2013). Cette molécule inhibe la prolifération des cellules de 





al., 2013, 2014). Ce composé ayant été validé dans ces essais pré-cliniques, la société 
Epizyme, qui l'a développé, s'est associée à la société Eisai pour mettre en place un essai 
clinique de phase I et II (http://www.epizyme.com/programs/ezh2-inhibitor/). Cet essai, 
actuellement en cours, porte sur des patients souffrant de lymphome non-hodgkinien et des 
patients souffrant de tumeurs solides avancées       
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT01897571). Il serait donc intéressant de pouvoir 
tester cette molécule sur les cellules H295R en culture et xénogreffe ainsi que dans le modèle 
AdTag. Si l'implication de EZH2 dans les CCS est confirmée, cet inhibiteur de EZH2 pourrait 
donc représenter une nouvelle thérapie pour ces tumeurs agressives. 
 
D/ Identification des cibles et du mode d’action de EZH2 dans les CCS 
 L’analyse de corrélation entre expression de EZH2 et expression de l’ensemble des 
gènes présents dans le transcriptome des patients met en évidence une majorité de gènes 
dérégulés positivement avec EZH2, suggérant que dans les CCS, EZH2 pourrait également 
agir comme un activateur transcriptionnel. Toutefois, EZH2 tout comme un grand nombre des 
gènes co-dérégulés positivement semble être une cible des facteurs E2F. La corrélation 
positive entre EZH2 et ces gènes pourrait donc être due aux facteurs E2F et non à un effet 
positif de EZH2 sur la transcription.  
 Le rôle activateur de EZH2 nécessite sa phosphorylation sur sa sérine 21, induisant 
une diminution de son activité HMTase au sein  du complexe PRC2. Ceci se traduit par une 
diminution de la marque H3K27me3 (Cha et al., 2005; Kim et al., 2013; Xu et al., 2012). 
Nous avons observé une diminution de cette marque dans les CCS, suggérant que ce rôle 
d'activateur transcriptionnel de EZH2 pourrait être présent dans ces tumeurs. Cette hypothèse 
sera vérifiée par l'évaluation du niveau d’expression de EZH2, de sa phosphorylation sur la 
sérine 21 et de l’accumulation de la marque H3K27me3 sur des TMA (Tissue Micro Array) 
disponibles au près de Tom Giordano (Université du Michigan). Le rôle de EZH2 dans la 
stimulation de la transcription passe par son interaction avec des facteurs de transcription tels 
que AR ou STAT3 (Kim et al., 2013; Xu et al., 2012). Afin d'identifier les partenaires de 
EZH2 dans la cortico-surrénale, des expériences d'immunoprécipitation suivies par des 
analyses en spectrométrie de masse seront conduites. Dans ce but, des constructions 
plasmidiques de EZH2 muté ou sauvage seront transfectées dans des cellules H295R. Les 





mimétique (S21D), ou phospho-inactive (S21A). Ceci nous permettra d'identifier les 
partenaires de EZH2 suivant son état de phosphorylation et donc suivant son activité, soit 
d'HMTase au sein du complexe PRC2, soit de co-activateur transcriptionnel. L’ensemble de 
ces expériences devrait permettre d’évaluer l’existence d’un mode d’action alternatif de EZH2 
dans les CCS, en fonction de son état de phosphorylation et de son interaction avec des 
facteurs de transcription partenaires.  
 Afin d’identifier les gènes cibles de EZH2 quel que soit son mode d’action, nous 
effectuerons une analyse du transcriptome des cellules H295R après son inhibition par siARN 
et par le GSK126. Celle-ci sera complétée par des approches de ChIP sequencing, afin de 
déterminer les sites de liaison de EZH2 dans le génome des cellules H295R. Dans ce type 
d’expériences, nous pourrons identifier des cibles dépendantes de PRC2 (liaison de EZH2 et 
présence de la marque H3K27me3) et des cibles indépendantes de PRC2 (liaison de EZH2, 
absence de H3K27me3). Les données obtenues par l’ensemble de ces approches seront alors 
confrontées aux données des transcriptomes de patients. Ceci permettra d’identifier des cibles 
pertinentes de EZH2 dans le CCS et de relier leur dérégulation aux différents modes d’actions 
de ce facteur. 
 
E/ Démonstration du rôle de EZH2 dans l'initiation et la progression tumorale in vivo 
 Nous proposons de mettre à profit les souris AdTag afin de déterminer le rôle et le 
mode d’action de EZH2 dans l'initiation et la progression tumorale in vivo. Dans ce but, nous 
allons invalider soit Eed, soit Ezh2 dans la cortico-surrénale des souris AdTag. 
 Eed est nécessaire à l'activité du complexe PRC2 et donc à la mise en place de la 
marque H3K27me3 par EZH2 (Montgomery et al., 2005). Son invalidation permettra de 
mettre en évidence l’implication de Ezh2 dans le processus oncogénique au travers du 
complexe PRC2. L’avantage de cette approche est de bloquer toutes les activités de type 
PRC2 qu’elles dépendent de Ezh2 ou de son homologue Ezh1 (Neff et al., 2012). 
L’invalidation de Ezh2 (si elle n’est pas compensée par une surexpression de Ezh1) permettra 
de mettre en évidence le rôle de Ezh2, au travers de ses deux modes d’action.  
 Nous avions initialement choisi de croiser les souris portant des allèles floxés de Eed 
(Xie et al., 2014) ou de Ezh2 (Su et al., 2003) avec des souris exprimant la recombinase Cre 
sous le contrôle du promoteur de Sf1 (Bingham et al., 2006). L’analyse des premières souris 
Figure 53 : Défaut développemental des surrénales des souris KO Eed. 
L’histologie des surrénales a été évaluée par une coloration hématoxyline/éosine sur des coupes de souris 
contrôles et invalidées pour Eed (KO Eed). La medulla est délimitée par la zone pointillée.  
Co : Cortex ; M : Medulla. 


























Sf1:Cre;EedFl/Fl a mis en évidence une hypoplasie surrénalienne marquée caractérisée chez 
certaines souris par la présence d’une surrénale diffuse. Cette hypoplasie est moins marquée à 
4 et 6 mois qu’à 1,5 mois suggérant la mise en place d’une compensation (Figure 53, résultats 
non publiés, Mickael Mathieu). Ces résultats préliminaires suggèrent que l'activité du 
complexe PRC2 pourrait être nécessaire au développement de la cortico-surrénale, comme 
c'est le cas pour d'autres tissus, tels que le cœur (He et al., 2012) ou les os (Schwarz et al., 
2014).   
 Les défauts développementaux induits par l’invalidation ciblée de Eed grâce aux 
régions régulatrices de Sf1 ne permettent pas d’utiliser ces modèles pour étudier l'impact de 
l'inactivation de Eed et potentiellement de Ezh2 dans le contexte de la tumorigenèse. Afin 
d'invalider Eed et Ezh2 à des stades pertinents pour la tumorigenèse et de s'affranchir des 
altérations développementales, nous avons obtenu une Cre inductible par le tamoxifène sous 
le contrôle des régions régulatrices de P450Scc (Cyp11A1) (Scc:Cre-ERT2) (don du Dr 
Amanda Swain). Ces souris seront croisées avec les souris Eed Fl/Fl  et Ezh2 Fl/Fl. Les souris 
résultant de ces croisements pourront alors être croisées avec les souris AdTag. L'induction de 
la recombinase Cre par le traitement au tamoxifène permettra alors d'analyser l'impact de 
l'invalidation de Eed et Ezh2 à des stades pertinents de la tumorigenèse (initiation, progression 
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Abstract 
Adrenal cortex function relies on functional zonation, which results in production of aldosterone by outer zona glomerulosa (ZG) and glucocorticoids by inner zona fasciculata (ZF). Adrenal cortex undergoes constant cell renewal, which involves recruitment of capsular/subcapsular progenitors to ZG fate and subsequent lineage conversion to ZF identity. We have previously shown that WNT/β-catenin signalling is involved in ZG differentiation and that its constitutive activation throughout the cortex resulted in ectopic ZG formation at the expense of ZF. This suggested that WNT signalling had to be inactivated in order to allow ZG to ZF lineage conversion. Here we show that Wnt4 is an important driver of WNT pathway activation and subsequent ZG differentiation. Using a combination of hormonal manipulations and genetic models we further show that PKA activation prevents ZG differentiation through Wnt4 repression and subsequent WNT pathway inhibition. This strongly suggests that PKA activation in ZF is a key driver of WNT inhibition and lineage conversion during cortical cell renewal. We further extend these observations to adrenal cortex tumour development by showing that constitutive PKA activation inhibits β-catenin-induced tumourigenesis. Reciprocally, partial inactivation of PKA catalytic activity is associated with a drastic acceleration of aggressive tumour development. Altogether these data show that PKA-mediated WNT signalling inhibition is an essential mechanism for lineage conversion and that it may be an important repressor of WNT-induced tumourigenesis.  
Introduction The adrenal cortex plays essential roles in body homeostasis through secretion of mineralocorticoids, essential for sodium and potassium homeostasis and glucocorticoids, which are involved in stress response, glucose homeostasis and immune suppression. The production of these two distinct steroids is the result of functional adrenal cortex zonation in the perinatal period 1. This corresponds to the formation of two concentric layers of differentiated cells within mouse adrenal cortex. The outermost zona glomerulosa produces mineralocorticoids in response to Angiotensin II stimulation whereas the innermost zona fasciculata synthesizes glucocorticoids in response to pituitary ACTH. Although the establishment and maintenance of functional zonation is essential for proper adrenal function, the molecular mechanisms involved in these processes remain unclear. Post-natal adrenal cortex undergoes constant cell renewal. Recent lineage tracing studies have shown that adrenal cortex cell progenitors are recruited from capsular/subcapsular reservoirs through Shh/Gli1 signalling 2,3. These cells migrate centripetally and contribute to both ZG and ZF renewal after differentiation. Interestingly, 
lineage-tracing experiments with the regulatory regions of Cyp11b2 have shown that the preferred pathway for adrenal renewal involves initial differentiation to ZG and subsequent lineage conversion to ZF, along centripetal cell migration 3. This suggests that cells receive positional cues instructing them to sequentially differentiate as ZG and ZF cells along their migration. Spatial restriction of WNT signalling pathway activation plays an essential role in functional liver zonation 4. In the adrenal cortex, WNT signalling activity is essentially restricted to ZG and we showed that loss of this restriction in genetic models results in ectopic ZG differentiation within ZF 5,6. In vivo and in vitro, 
β-catenin activation is also associated with up-regulation of At1r and Cyp11b2 (ZG identity) and repression of Mc2r and Cyp11b1 (ZF identity) expression 5–7.  These data strongly suggest that WNT/β-catenin is a master driver of ZG identity that has to be inhibited in order to allow lineage conversion from ZG to ZF.  Expression of Mc2r, the receptor for ACTH and Mrap, an accessory protein essential to trigger cAMP/PKA signalling pathway activation is higher in ZF than in ZG 8 and Mc2r has been shown to play an essential role in ZF differentiation 9. We thus postulated that 

cAMP/PKA signalling played a role in repressing WNT/β-catenin signalling to allow adrenal cortex lineage conversion. 
Results In order to evaluate a potential role of ACTH/cAMP signalling in repressing WNT/β-catenin pathway, we treated adult wild-type female mice with dexamethasone alone for 5   days or dexamethasone for three days, followed by ACTH for two days. As expected, expression of Akr1b7 was significantly reduced by dexamethasone and markedly induced by ACTH treatment (Fig S1A). In contrast, RTqPCR analyses showed a significant decrease in the expression of both Lef1 and Axin2, two canonical WNT target genes, in ACTH-treated animals (Fig 1A). Conversely, Axin2 expression was significantly increased in the animals treated with dexamethasone (Fig 1A). In situ analysis of 
β-catenin expression showed no major differences between the three treatment groups (Fig 1B, a-c). However, ACTH treatment resulted in a robust reduction of Lef1 expression, which was almost completely extinguished in the ZG of treated animals (Fig 1B, f vs d). Altogether these data strongly suggested that ACTH treatment could result in inhibition of WNT signalling in the adrenal cortex. We then sought to determine the impact of ACTH on zona glomerulosa differentiation by immuno-histochemistry. This showed decreased Cyp11b2 expression (Fig 1B, i 
vs g) and a concomitant expansion of the expression domain of the zona fasciculata marker Akr1b7 within zona glomerulosa (Fig 1B, l vs j). Altogether, these observations showed that PKA stimulation antagonised WNT signalling within the adrenal cortex, which was correlated with inhibition of ZG and expansion of ZF differentiation in WT adrenals. However, these experiments relied on short-term treatments and were performed on tissues with already established zonation. To further confirm the potential role of PKA-mediated WNT inhibition in the establishment of adrenal cortex zonation, we devised a genetic model of developmental constitutive PKA activation. For this, mice bearing a floxed allele of Prkar1a 10 were mated with mice expressing Cre recombinase under the control of Sf1 regulatory regions, which allows recombination as early as E10.5 11. Analysis of recombination with the mTmG reporter system 12 confirmed that Sf1 regulatory regions drove robust recombination throughout the adrenal cortex, including zona glomerulosa as shown by co-expression of Cyp11b2 and GFP (Fig S1B). RTqPCR analysis of 
Prkar1a mRNA accumulation showed a robust 
down-regulation in the adrenals of 
Sf1:Cre;Prkar1a Fl/Fl mice compared with controls, which confirmed efficient inactivation of Prkar1a (Fig S1C). This was accompanied by up-regulation of Akr1b7 (Fig S1D) and StAR mRNA accumulation and centrifugal expansion 
 
Figure 1. Antagonistic effects of PKA on WNT signalling and zona glomerulosa 
differentiation. A- ACTH treatment inhibits WNT target genes expression in the 
adrenal gland. Wild-type C57/Bl6 mice were treated for 5 days with vehicle (Ctrl) or Dexamethasone (Dex) or for 3 days with dexamethasone followed by two days of Synacthene retard (Dex + ACTH). Lef1 and Axin2 expression levels were then analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from adrenals. Bars represent mean expression in 4 animals per group ± SEM. B- WNT pathway and zona glomerulosa
differentiation are inhibited by ACTH treatment. Expression of β-catenin, Lef1 (WNT pathway), Akr1b7 (zona fasciculata) and Cyp11b2 (zona glomerulosa) was analysed by immunohistochemistry in the adrenals from the same animal groups as in A. C- Constitutive activation of PKA signalling inhibits WNT target genes 
expression in the adrenal gland. Axin2 and Lef1 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from wild-type and Sf1:Cre;Prkar1aFl/Fl adrenals. D- 
Constitutive activation of PKA signalling inhibits β-catenin and Lef1 
accumulation in zona glomerulosa. Expression of β-catenin and Lef1 was analysed by immunohistochemistry in the adrenals from wild-type and Sf1:Cre;Prkar1aFl/Fl adrenals. E- Zona glomerulosa differentiation is inhibited by constitutive PKA 
signalling. Cyp11b2 and angiotensin II receptor At1r isoforms a & b expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from wild-type and 
Sf1:Cre;Prkar1aFl/Fl adrenals. F- Constitutive PKA signalling promotes zona 
fasciculata differentiation at the expense of zona glomerulosa. Expression of Cyp11b2 and Akr1b7 was analysed by immunohistochemistry in the adrenals from wild-type and Sf1:Cre;Prkar1aFl/Fl adrenals. In C and E, Bars represent mean expression in 6 animals per group ± SEM. Statistical analyses were conducted by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test (A) or by Student’s t test (C,E). * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005; NS: Not significant. In all images, insets are focused on zona glomerulosa. Scale bars represent 100 µm. ZG, zona glomerulosa; ZF, zona fasciculata; M, medulla.   

of foetal-like 20αHSD-positive cells (Fig S1F-G), which was reminiscent of AdKO mice in which, 
Prkar1a inactivation was driven by Akr1b7 regulatory regions 13 (These mice will be fully characterised in another report). We then evaluated WNT signalling by RTqPCR. Consistent with the effect of ACTH stimulation, chronic activation of PKA signalling resulted in robust repression of Axin2 and Lef1 mRNA accumulation (Fig 1C). This was confirmed by a 
marked decrease in β-catenin and Lef1 protein expression in the outer cortex of 
Sf1:Cre;Prkar1aFl/Fl mice compared with wild-type mice (Fig 1D, a-d). Consistent with the hypothesis that PKA-mediated WNT inhibition resulted in deficient zona glomerulosa differentiation, RTqPCR showed a marked down-
regulation of Cyp11b2 and Angiotensin II receptors At1a/At1b expression in 
Sf1:Cre;Prkar1aFl/Fl animals (Fig 1E). This was confirmed in situ by an almost complete extinction of Cyp11b2 expression (Fig 1F, a-b) and expansion of Akr1b7 towards the presumptive zona glomerulosa (Fig 1F, c-d), which was consistent with increased Akr1b7 mRNA accumulation (Fig S1D). We thus concluded that chronic constitutive activation of 
PKA throughout the adrenal cortex resulted in robust WNT signalling repression and expansion of zona fasciculata at the expense of zona glomerulosa. We then wanted to evaluate the capacity of constitutive PKA signalling to inhibit WNT-
 
Figure 2. Constitutive PKA signalling counteracts constitutive WNT signalling. A-B Constitutive PKA activation partially rescues WNT-induced developmental 
phenotypes. A- Constitutive activation of β-catenin with Sf1:Cre driver is associated with right adrenal gland aplasia in 9 out of 14 animals (left bar). Genetic ablation of Prkar1a significantly rescues this phenotype (aplasia in 2 out of 8 animals, right bar), p=0.0416 in N-1 two proportion test. B- Left adrenal size (a) and histological features are partially restored by genetic ablation of Prkar1a in the context of Sf-1:Cre mediated constitutive activation of β-catenin (c vs. b). Wild-type adrenal is shown in d. C-D Constitutive PKA 
activation inhibits WNT-induced proliferation. C- Ki67 expression was analysed by immunohistochemistry in wild-type, constitutive active β-catenin mutants (∆Cat;Akr1b7:Cre) and constitutive active β-catenin mutants in the context of Prkar1a genetic ablation (∆Cat;Prkar1aFl/Fl;Akr1b7:Cre). D- Ki67 positive cells were separately counted in the adrenal cortex and central adrenal region of 12-14 animals of each genotype. Numbers of positive cells are represented as a percentage of positive cells in each wild-type compartment. E-F Constitutive PKA activation inhibits WNT-induced ectopic zona glomerulosa differentiation. E- Expression of the zona glomerulosa marker Dab2 was analysed by immunohistochemistry in the same genotypes as in C. F- Dab2 stained areas were measured separately in the adrenal cortex and central adrenal region of 10-15 animals of each genotype. Stained areas are expressed as a percentage of total adrenal surfaces. Statistical analyses in D and F were conducted by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005; NS: Not significant. Scale bars represent 100 µm. Dashed lines delimit cortex from central adrenal area (medulla and ectopic glomerulosa cells). 
 

induced ectopic ZG differentiation and proliferation. For this, we initially mated mice with Sf1:Cre-mediated Prkar1a inactivation with 
Ctnnb1Fl(ex3) mice 14 (to generate ∆Cat;Sf1:Cre 
mice). However, consistent with previously published data 15, the robust activation of WNT signalling triggered by Sf1-driven Cre expression resulted in left adrenal hypoplasia and in most cases right adrenal agenesis in ∆Cat;Sf1:Cre mice at one month of age, which precluded analysis of adrenal differentiation and proliferation(Fig 2A and 2B, a). However, in this context, genetic ablation of Prkar1a allowed partial rescue of the WNT-induced developmental phenotype. This manifested as recovery of an hypoplastic right adrenal in most mice (Fig 2A) and an increase in overall adrenal size (Fig 2B, a), even though adrenal cortex histology was still markedly disrupted in both ∆Cat;Sf1:Cre and 
∆Cat;Prkar1aFl/Fl;Sf1:Cre mice (Fig 2B,b-d) . We thus resorted to using our previously characterised Akr1b7:Cre line, in which the later and stochastic expression of Cre recombinase bypasses β-catenin-dependent developmental phenotypes (Fig S1H). At 6 months, the adrenal phenotype in ∆Cat mice was characterised by increased proliferation of steroidogenic cells within the central adrenal region (Fig 2C-D and 
5). This was associated with aberrant differentiation of Dab2 positive zona glomerulosa cells within zona fasciculata and central adrenal region (Fig 2E-F). Interestingly, ablation of Prkar1a resulted in a decrease in both proliferation and aberrant differentiation of zona glomerulosa cells within the central adrenal region (Fig 2D and F). This suggested that constitutive PKA activation could inhibit WNT-induced hyperproliferation and ectopic ZG differentiation.  To further confirm the repressive action of PKA on WNT signalling, we decided to reduce catalytic PKA activity in order to assess a potential overactivation of WNT signalling.  
Prkaca+/- adrenals were indistinguishable from wild-type (data not shown), suggesting normal control of WNT signalling in this genetic context. However, combination of heterozygous Prkaca ablation with constitutive β-catenin activation resulted in a marked aggravation of WNT-induced phenotypes. Indeed, adrenal weight was markedly increased in 6 month-old 
∆Cat;Prkaca+/-;Akr1b7:Cre mice compared with their ∆Cat;Akr1b7:Cre littermates (Fig 3A). This was correlated with a more dysplastic histology (Fig 3B, b-d vs a) and a significant increase in 
 
Figure 3. Prkaca heterozygosity accelerates WNT-induced tumourigenesis. A- Adrenal weight is significantly increased by loss of one Prkaca allele. Adrenal glands from wild-type, ∆Cat;Akr1b7:Cre and ∆Cat;Prkaca+/-;Akr1b7:Cre mice were weighed at sacrifice. B- Prkaca heterozygosity accelerates WNT-induced hyperplasia and dysplasia. 
∆Cat;Akr1b7:Cre (a) and ∆Cat;Prkaca+/-;Akr1b7:Cre (b-d) adrenals were sectioned and counterstained with haematoxylin and eosin. Pictures in b-d show three different adrenals representing the range of phenotypes resulting from Prkaca heterozygosity.  Scale bar is 400 µm. C-D- Prkaca heterozygosity increases proliferation. Ki67 expression was analysed by immunohistochemistry in the same genotypes as in A (D). Ki67 positive cells were counted in five high power fields per adrenal (WT, n=3; ∆Cat;Akr1b7:Cre, n=4; ∆Cat;Prkaca+/-
;Akr1b7:Cre, n=9) . Results are expressed as a labelling index, i.e. as the percentage of Ki67 positive nuclei over the total number of nuclei per field. Pictures in D show representative high power fields for one ∆Cat;Akr1b7:Cre adrenal (a) and three different ∆Cat;Prkaca+/-;Akr1b7:Cre adrenals (b-d). E- Prkaca heterozygosity is associated with increased 
malignancy. VegfA and Cnxa43 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from wild-type (n=5), ∆Cat;Akr1b7:Cre (n=7) and ∆Cat;Prkaca+/-;Akr1b7:Cre (n=12) adrenals. F-G- Prkaca heterozygosity increases WNT pathway activity. F- Axin2 and Lef1 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from the same animals as above. G- Lef1 expression was analysed by immunohistochemistry in ∆Cat;Akr1b7:Cre and ∆Cat;Prkaca+/-;Akr1b7:Cre adrenals. Insets are centered on ectopic accumulation of Lef1 within zona fasciculata. Scale bar is 100 µm. Boxplots in A & C cover from 25th to 75th percentile. Whiskers extend from minimal to maximal values. Bars within boxes show median values. Bars in E & F represent mean expression ± SEM. All statistical analyses were conducted by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005; NS: Not significant. 
 

Ki67 labelling index (Fig 3C and D). Acceleration of tumour development in response to Prkaca heterozygous ablation was further confirmed by a significant increase in VegfA and a decrease in 
Connexinα43 expression, two hallmarks of adrenal malignancy (Fig 3E). The correlation between decreased PKA activity and increased WNT signalling, was shown by a significant increase in Axin2 and Lef1 mRNA accumulation 
in ∆Cat;Prkaca+/-;Akr1b7:Cre mice, compared with ∆Cat; Akr1b7:Cre mice (Fig 3F). This was further confirmed by a marked increase in the number of Lef1-labelled cells in immunohistochemistry (Fig 3G, b vs a). Altogether, these experiments showed that PKA activation inhibited WNT signalling in the context of adrenal zonation, development and WNT-induced tumourigenesis. This was in sharp contrast with previous publications showing that PKA could stimulate WNT/β-catenin activity 
both in vitro and in vivo 16,17.  We thus sought to identify the molecular underpinnings of this unexpected inhibition.  WNT ligands exert a central role in the control of WNT/β-catenin pathway activity. Although WNT ligands that induce β-catenin accumulation in zona glomerulosa have not been formally identified, Wnt4 is expressed in the outer 
adrenal cortex and Wnt4 knockout mice have decreased Cyp11b2 expression and plasma aldosterone concentrations at birth 18. Conversely, WNT4 overexpression in human adrenocortical cell lines induces CYP11B2 expression and aldosterone production 19. This suggests that WNT4 may be one of the drivers of WNT pathway activation in the adrenal cortex and subsequent ZG differentiation. Interestingly, RTqPCR analysis of Wnt4 expression showed a marked inhibition in response to ACTH treatment in wild-type mice (Fig 4A) and in mice 
 
Figure 4. WNT4 repression mediates the effect of PKA on WNT signalling in the adrenal gland. A- ACTH stimulation represses Wnt4 expression. Wnt4 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from adrenals of wild-type mice treated with vehicle, dexamethasone or dexamethasone and ACTH as in Figure 1A. Bars represent the mean expression in 4 animals per group ± SEM. Statistical analyses were performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test. B- Constitutive 
activation of PKA signalling inhibits Wnt4 expression. Wnt4 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from wild-type and Sf1:Cre;Prkar1aFl/Fl adrenals. Bars represent the mean expression in 6 animals per group ± SEM. Statistical analyses were performed by Student’s t test. C-D Axin2 and Wnt4 expression levels are 
correlated in vivo. Axin2 and Wnt4 expression levels were correlated on the basis of RTqPCR data generated from all animals in A & B. E-F- Forskolin represses AXIN2 and 
WNT4 expression in human adrenocortical H295R cells. Human H295R cells were treated with either vehicle (0) or Forskolin 10-5M (Fsk) for 1 to 24 h and Axin2 expression was analysed by RTqPCR. Bars represent mean expression in at least three independent experiments (in triplicate) ± SEM. Statistical analyses were performed by one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test. G- AXIN2 and WNT4 expression levels are correlated in H295R cells. AXIN2 and WNT4 expression levels were correlated on the basis of RTqPCR data generated from all cell treatments in E&F. H- Wnt4 genetic ablation mimics constitutive activation of PKA. Expression of β-catenin, Cyp11b2 (zona glomerulosa) and Akr1b7 (zona fasciculata) was analysed by immunohistochemistry in the adrenals from wild-type and Wnt4Fl/Fl;Sf1:Cre mice. I- Model for 
adrenocortical zonal differentiation. * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005; NS: Not significant. 

with genetic ablation of Prkar1a (Fig 4B). This suggested that decreased Wnt4 expression could account for decreased WNT signalling in response to PKA stimulation. Consistent with this idea there was a significant correlation between Wnt4 and Axin2 expression levels in both models (Fig 4 C-D). In order to rule out a possible reduction in the number of Wnt4 expressing cells in animal models in response to PKA stimulation, we evaluated the effect of PKA activation on WNT signalling in H295R human adrenocortical cell lines treated with with forskolin. As expected, this treatment induced rapid accumulation of StAR mRNAs (Fig S2). As in mouse models, AXIN2 mRNA accumulation was significantly inhibited after 8h of Forskolin treatment (Fig 4E). This was accompanied by concomitant inhibition of WNT4 mRNA accumulation (Fig 4F). Expression levels of 
AXIN2 and WNT4 were also significantly correlated in this cell line (Fig 4G).   Altogether, these experiments suggested that Wnt4 played an important role in Wnt pathway stimulation in the adrenal cortex and that inhibition of its expression by PKA could be involved in PKA-mediated WNT signalling repression. To further confirm these hypotheses we generated a mouse model of Wnt4 inactivation in the adrenal cortex by mating 
Wnt4Fl/Fl mice 20 with Sf1:Cre mice. Interestingly, mice with Wnt4 inactivation had markedly reduced β-catenin accumulation in zona glomerulosa (Fig 4H, b vs a). This demonstrated that Wnt4 was involved in WNT pathway activation in the adrenal cortex. Consistent with the essential role of β-catenin in ZG differentiation, there was a marked reduction in the number of Cyp11b2 positive cells in response to Wnt4 inactivation (Fig 4H d vs c). This was further associated with expansion of ZF differentiation as shown by strong Akr1b7 expression within the presumptive ZG of mutant adrenals (Fig 4H, f vs e). Thus, Wnt4 inactivation phenocopied the effect of constitutive PKA activation, resulting from genetic ablation of 
Prkar1a (compare Fig 4H with Fig 1D&F). We concluded that Wnt4 was an essential driver of ZG differentiation through WNT pathway activation and that Wnt4 repression was, at least in part, responsible for WNT pathway inhibition in response to PKA activation.  
Discussion 
Mechanisms of adrenal zonation Adrenal cortex renewal after recruitment of sub-capsular progenitors preferentially occurs through lineage conversion from ZG to ZF cell 
identity 3. Establishment of ZG cell identity is largely dependent on activation of WNT signalling in the outer cortex, which also prevents ZF differentiation 5–7. However, the molecular mechanisms involved in WNT repression and subsequent conversion of ZG cells to ZF identity were unknown. Here we show that WNT pathway activation in ZG is dependent on Wnt4 expression. We further show that either ACTH treatment or genetic constitutive PKA activation resulting from RIα ablation throughout the adrenal cortex not only inhibits canonical WNT signalling and subsequent glomerulosa differentiation by repressing Wnt4 expression, but also allows ZF expansion in the presumptive ZG area. This strongly suggests that PKA activation within inner cortex is essential to restrict WNT pathway activity, inhibit subsequent ZG differentiation and allow acquisition of ZF identity. Altogether, these observations suggest the following integrated model for functional adrenal cortex zonation (Fig 5): Within outer cortex, progenitor cells engage in glomerulosa differentiation in response to active WNT signalling, which stimulates expression of angiotensin II receptor At1r and of Cyp11b2 6. Activation of β-catenin also ensures inhibition of ZF differentiation through repression of Mc2r and Cyp11b1 expression, which maintains cells in their ZG phenotype (this paper and 5–7). Along their centripetal migration, cells with ZG identity progressively escape from active WNT signalling influence, which results in decreased β-catenin activation and extinction of Lef1 expression as they reach ZF (this paper). WNT-mediated inhibition of Mc2r expression 7 is released, which allows for activation of PKA signalling by ACTH. This in turn definitively inhibits WNT signalling (this paper), which allows for acquisition of fasciculata identity. In this model, rather than an abrupt transition from ZG to ZF identity, cells at the boundary of ZG and ZF would transiently display features of both differentiation programs. The observation of cells with expression of both Cyp11b1 and Cyp11b2 in the inner glomerulosa is consistent with this hypothesis 3.  This suggests that adrenal cortex zonation results from a subtle equilibrium between WNT and PKA signalling pathways.  One apparent contradiction to our model is the lack of ZG expansion in Mc2r knockout mice 9 that would be predicted to result from derepression of β-catenin activity within zona fasciculata. However, one likely explanation is that absence of PKA signalling within the cortex of Mc2r knockout mice blocks cortical cell 

renewal, which would prevent centripetal displacement of ZG cells within the cortex. This would then artificially maintain a relatively normal ZG/ZF boundary, even in the absence of Mc2r expression. Consistent with this hypothesis, dexamethasone treatment for 2 weeks was shown to inhibit lineage conversion from ZG to ZF 3. Another non-mutually exclusive hypothesis is that the restricted domain of Wnt4 expression and activity is roughly preserved even in the absence of PKA signalling, which would ensure maintenance of zonation in cases of HPA axis depression. In this scenario, PKA-mediated Wnt4 repression would just work as a secondary lock mechanism to ensure normal cortex zonation in a physiological context. This will have to be carefully examined once a conditional Prkaca allele becomes available. Our observations raise the question of adrenal cell plasticity. We show that glomerulosa identity can be converted to fasciculata upon supra-physiological ACTH stimulation. This suggests that the low levels of Mc2r and Mrap expression in mouse ZG are sufficient to induce inhibition of WNT signalling and conversion to ZF phenotype under these particular conditions. However, whether fasciculata represents a terminal differentiation status is unclear. In rats, sodium restriction for 3 to 10 days results in increased aldosterone production and increased Cyp11b2 expression 21,22. However, even though Cyp11b2 staining extends within outer cortex, there is no intermingling of ZG and ZF cells 22. This suggests that once cells have turned on fasciculata differentiation programme, they cannot revert to glomerulosa differentiation, even under supra-physiological demand. However, this has to be taken with caution. Indeed, in rats ZG and ZF are physically separated by a large undifferentiated zone 21, which is not found in mouse or human. Functional adrenal cortex zonation is first established around birth and maintained throughout life 23. Our observation of similar effects with ACTH treatment of adult adrenals or constitutive activation of PKA starting from E10.5 suggests that our model of PKA-mediated WNT inhibition applies both to establishment and maintenance of adrenal zonation. However, confirmation of this hypothesis would require the use of an inducible steroidogenic Cre driver (e.g. Sf1:Cre-ERT2) which is currently unavailable.   
PKA mediated WNT inhibition and 
tumourigenesis 
In the adrenal, β-catenin activation is associated with both benign and malignant tumorigenesis. In contrast, abnormal PKA signalling has only been described in benign tumours. Observation of abnormal β-catenin accumulation within a number of benign tumours associated with PKA pathway activation suggested that some of the oncogenic effects of PKA could be mediated by WNT pathway activation 23–27 . Our data clearly shows that this is an unlikely scenario: 1) there is clear inhibition of WNT pathway activity and 
β-catenin accumulation in our mouse model of 
Sf1:Cre mediated Prkar1a inactivation. This inhibition can even partially rescue deleterious WNT-induced developmental phenotypes 2) Combination of PKA activation (through Prkar1a inactivation) with WNT pathway activation mediated by the Akr1b7:Cre driver, partially inhibits WNT-induced tumourigenesis 3) Inactivation of one allele of the catalytic subunit of PKA markedly accelerates WNT-induced tumourigenesis. Although we cannot completely rule out that species-specific mechanisms may account for these effects, it is more likely that the kinetics of pathway alterations play an essential role in phenotypic outcome. Indeed, in most PKA-dependent tumours that were analysed, PKA activation resulted from germline mutations of PRKAR1A or GNAS. Although β-catenin was found activated in these tumours on the basis of immunohistochemical analyses, 
CTNNB1 somatic mutations were mostly found in larger tumours or macronodules that developed in the context of micronodular lesions 24,26. Thus in patients, the sequence of events starts with PKA activation, followed by β-catenin activation in the most aggressive tumours. This is in sharp contrast with our mouse models in which both alterations are triggered at the same time by Cre recombinase expression. It is thus tempting to speculate that those tumours that combine both alterations in patients have overcome the negative effect of PKA on β-catenin activity, presumably through mutations in some essential components of this inhibitory mechanism, which would result in a selective growth advantage. The marked acceleration in WNT-induced tumourigenesis in response to Prkaca heterozygosity is intriguing. Indeed, mice combining both alterations develop tumours with malignant characteristics as early as 6 months. This is in striking contrast with the 16 to 19 months period required for β-catenin activation alone, to induce a similar phenotype with the same Cre driver 5,29. It suggests that a decrease in PKA activity could favour acquisition of malignant characteristics in tumours with 

WNT pathway activation in patients. Interestingly LOH at the ACTH receptor was associated with more aggressive adrenal cortex carcinoma (ACC) in a small cohort of patients 30. Retrospective analysis of available transcriptome data also showed down-regulation of MC2R and MRAP expression in ACC compared with normal adrenal and adenomas (Fig S3). It is also interesting to note that within a large retrospective cohort, patients with cortisol-producing carcinomas have a poorer prognosis than patients with non-secreting or androgen-secreting tumours 31. One may speculate that the increased feedback on the HPA axis in these patients may reduce PKA activation, which could favour WNT signalling pathway activation. Indeed, analysis of the transcriptome data from a cohort of patients from University of Michigan 32 shows decreased 
StAR expression and a concomitant increase in 
LEF1 and AXIN2 transcript levels in cortisol-producing ACC in comparison with ACC with other secretory profiles (Fig S3). Although this hypothesis will require thorough analysis of larger cohorts, it suggests that PKA activation may oppose WNT-induced malignant tumourigenesis in patients. 
Mechanisms of WNT inhibition by PKA Our in vivo and in vitro data clearly demonstrate an inhibitory action of PKA activation on WNT/β-catenin signalling within the adrenal cortex. This is in sharp contrast with data from the literature showing that PKA can stimulate WNT pathway activity either by phosphorylating and inactivating GSK3β 33 or by directly phosphorylating β-catenin on serines 552 and 675 16,17. This in turn would either stabilise β-catenin 17 and/or increase coactivator recruitment 16, depending on the study. These in vitro findings are supported by in vivo data showing that PKA can stabilise/activate β-catenin, which is involved in hematopoietic stem cells homeostasis regulation, liver regeneration 34, proliferation35  and fibrosis 36, as well as intestinal tumourigenesis 37,38.  Our genetic and hormonal manipulation data show that Wnt4 repression by PKA is one of the mechanisms involved in WNT/β-catenin repression within the adrenal cortex. How decreased WNT ligand expression would override intracellular activation of WNT signalling is unclear. However, in contrast with COS7 cells in which AXIN2 expression is stimulated by forskolin, H295R cells show a combination of activating (serines 552 & 675) and inactivating phosphorylations (serines 33, 
37, 45 and threonine 41) in response to forskolin stimulation (Fig S4). This is in agreement with decreased WNT ligand stimulation and suggests that in adrenocortical cells the combination of activating and inactivating phosphorylations tips the balance towards inactivation of the pathway. One conundrum of our study is the preservation of PKA-mediated WNT inhibition in the context of destruction complex resistant β-catenin (H295R cells39 and ∆Cat mice). In this setting, decreased Wnt4 expression is unlikely to account for repression of the constitutively activated pathway, although there is increasing evidence that cells with activated β-catenin retain some sensitivity to extra-cellular signals such as RSPO2 and SFRPs 40,41. We previously showed that SFRP2 could be involved in WNT signalling repression in the adrenal gland 6. However, RTqPCR analysis of the expression of SFRP2 and other family members showed marked down-regulation in the adrenals of ACTH treated mice (Fig S5). This suggests that SFRPs are not involved in PKA-mediated WNT signalling repression in this context. Further studies are thus required to identify novel crosstalks between PKA and β-catenin within the adrenal cortex. In conclusion, we have identified PKA-mediated WNT inactivation as an essential mechanism for lineage conversion from ZG to ZF. Our genetic data further show that this novel mechanism is also a potentially important repressor of WNT-induced tumourigenesis.   
Acknowledgements We wish to thank Khirredine Ouchen, Sandrine Plantade and Philippe Mazuel for animal care, Jean-Paul Saru for western blot analyses and Christelle Damon-Soubeyrand for management of histological analyses facilities (Anipath Clermont). This work was funded through institutional support from Centre National de la Recherche Scientifique, Institutt National de la Santé et de la Recherche Médicale, Université Blaise Pascal, Université d’Auvergne and through grants from Fondation de France, La Ligue Contre le Cancer (Allier & Puy de Dôme committees) and Société Française d’Endocrinologie (young researcher grant to C.D.). The funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish or preparation of the manuscript.  

Materials and Methods 
Mice All animal studies were approved by Auvergne Ethics committee and were conducted in agreement with international standards for animal welfare. Akr1b7:Cre 42, Sf1:Cre 11, mT/mG 12, Ctnnb1Fl(ex3) 14, Prkar1aFl/Fl 10, Prkaca+/- 43, 
Wnt4Fl/Fl 20 mice were all previously described. They were all maintained and bred on a mixed background. Throughout the manuscript, ∆Cat refers to either heterozygous Ctnnb1Fl(ex3)/+ or homozygous Ctnnb1Fl(ex3)/+ mice. We did not observe any discernible difference between both genotypes, which is consistent with the dominant effect of the mutation 14. Littermate control animals were used in all experiments. For hormonal manipulations, C57/Bl6 mice were injected subcutaneously with vehicle for 5 days (sesame oil twice daily), dexamethasone actetate for 5 days (75 µg twice daily in sesame oil) or dexamethasone actetate for 3 days and Synacthene Retard for 2 days (1.2U, Sigma Tau Laboratories). At the end of experimental procedures, mice were euthanized by decapitation and blood was collected on vacuum blood collection tubes (VF-053STK, Terumo). Adrenals were either frozen in liquid nitrogen or fixed in 4% PFA. Total mRNAs were extracted using RNAII nucleotide extraction kit (Macherey Nagel) according to manufacturer’s instructions. 
Immunohistochemistry  Immunohistochemistry for β-catenin, Dab2, Cyp11b2, Akr1b7, Ki67 and 20αHSD was performed on tissues embedded in paraffin as previously described 5,13,29. For Lef1 immunodetection, slides were treated for 20 min in boiling sodium citrate 10 mM, tween 0.05% and blocked with 1% BSA. They were then incubated overnight with Lef1 antibody (1/100, #04-1159, Millipore) in 0.1% BSA. All of the above primary antibodies were detected with SignalStain Boost HRP-Polymer solution (#8114S or #8125P, Cell Signaling).  For GFP immunodetection, slides were treated for 20 min in boiling Vector Unmasking Solution (H3300, Vector Labs) and blocked with 10% foetal bovine serum (FBS) and 3% BSA. They were then incubated overnight with GFP antibody (1/200, Ab5450, Abcam) in FBS 1%, BSA 1%. Primary antibody was detected with anti-goat Alexa 488 antibody (1/1000, A11055, Molecular Probes Invitrogen). All immunohistochemical analyses were conducted on an automated processor (Intavis InSitu Pro) to ensure homogeneity and reproducibility of detections. Images were acquired with a Zeiss Axioplan 2 
microscope and Axiocam HR camera. They were minimally processed for global levels and white balance using Adobe Photoshop®. 
Reverse Transcription quantitative PCR One microgram of total mRNAs (from tissues or cell culture) was reverse transcribed for 1 hour at 37°C with 5 pmoles of random hexamers primers, 200 units reverse transcriptase (M-MLV RT, M1701, Promega), 2 mM dNTPs and 20 units RNAsin (N2615, Promega). One microliter of a one-tenth dilution of cDNA was used in each quantitative PCR. Except for VegfA and 
Connexinα43 that were amplified with Taqman chemistry as described in 29, all other reactions were conducted with SYBR qPCR Premix Ex Taq II Tli RNase H+ (TAKRR820W, Takara). Primer pairs are listed in table S1. For each experiment and primer pairs, efficiency of PCR reactions was evaluated by amplification of serial dilutions of a mix of cDNAs. Relative gene expression was obtained by the ∆∆Ct method after normalisation to 36b4 (mouse) or PPIB (human). 
Cell culture  Human adrenocortical cancer H295R cell line was grown with DMEM/Ham’s F12 supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (S1800-500, Biowest), 2mM L-Glutamine (25030, Gibco), 50 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin and 1X Insulin Transferrin Selenium (41400-045, Gibco). COS7 cell line was grown with DMEM supplemented supplemented with 5% Fetal Bovine Serum (S1800-500, Biowest), 2mM L-Glutamine (25030, Gibco), 50 U/ml Penicillin and 100 µg/ml Streptomycin. For PKA stimulation treatments, cells were seeded at a density of 3.105 cells per well in 6 wells-plates. The day after seeding, cells were deprived of serum and growth factors for 24h. They were then treated with vehicle (DMSO) or with forskolin (10-5M) for the indicated amount of time. Proteins were extracted with RIPA buffer in the presence of protease (Complete 1X, Roche) and phosphatase inhibitors (NaF, 1mM; Na3VO4, 1mM). mRNAs were extracted by TriReagent (Molecular Research Center Inc.) according to manufacturer’s instructions. All experiments were performed at least three times in triplicate. 
Western Blot    Fifteen to forty micrograms of total proteins were loaded on an 8% SDS-PAGE gel, transferred onto nitrocellulose and detected with the following antibodies: total β-catenin 1/1000 (610153, BD Biosciences Pharmingen), pS552-β-

catenin (#5651, Cell Signaling), pS675-β-catenin (#4176, Cell Signaling), pT41/S45-β-catenin (#9565, Cell Signaling), pS33/S37/T41-β-catenin (#9561, Cell Signaling). Signals were acquired with a DNR MF ChemiBis 3.2 camera and Multi Gauge software suite (Fujifilm). 
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Figure S1. A- Dexamethasone and ACTH treatments modulate Akr1b7 expression. Wild-type C57/Bl6 mice were treated for 5 days with vehicle (Ctrl) or Dexamethasone (Dex) or for 3 days with dexamethasone followed by two days of Synacthene retard (Dex + ACTH). Akr1b7 expression levels were then analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from adrenals. Bars represent mean expression in 4 animals per group ± SEM. B- Sf1:Cre induces LoxP recombination in all cortical cells. Sf1:Cre mice were mated with mT/mG reporter mice to generate Sf1:Cre;mTmG offspring. Recombination efficiency was analysed by immunodetection of GFP expression. Sections were also stained with Cyp11b2 (zona glomerulosa) and Hoechst (nuclei). Recombination was induced in all cortical cells including zona glomerulosa (inset). C- Prkar1a expression is decreased in Sf1:Cre; Prkar1a Fl/Fl mice. Prkar1a expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from wild-type and Sf1:Cre;Prkar1aFl/Fl adrenals. D-E-F Prkar1a ablation induces expression of Akr1b7, StAR and 20αHSD. Akr1b7, StAR and 20αHSD expression levels were analysed as above. G- 
20αHSD expression domain is expanded in Sf1:Cre Prkar1aFl/Fl mice. 20αHSD expression was analysed by immunohistochemistry in 2.5 month-old nulliparous wild-type and 





Figure S2. StAR expression is induced by forskolin in H295R cells. Human H295R cells were treated with either vehicle (0) or Forskolin 10-5M (Fsk) for 1 to 24 h and StAR expression was analysed by RTqPCR. Statistical analyses were conducted by one-way ANOVA followed by Dunett’s post-hoc test *** p<0.0005; NS: Not significant.  

   
 
Figure S3. Retrospective analysis of ACTH signalling and WNT target genes expression in human adrenal tumours. A-B- Down-regulation of MC2R and MRAP expression in adrenocortical 
carcinomas. Relative expression levels of MC2R and MRAP were retrospectively analysed in publicly available micro-array data 32 representing 10 normal adrenals, 22 adenomas and carcinomas and 32 carcinomas. Statistical analyses were conducted by Kruskal & Wallis followed by Dunn’s post-hoc test * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005; NS not significant. C-E- Concomitant up-regulation of WNT 








Figure S5. Expression of Sfrps is repressed by ACTH treatment. Wild-type C57/Bl6 mice were treated for 5 days with vehicle (Ctrl) or Dexamethasone (Dex) or for 3 days with dexamethasone followed by two days of Synacthene retard (Dex + ACTH). Sfrp1 (A), Sfrp2 (B), Sfrp4 (C) and Sfrp5 (D) expression levels were then analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from adrenals. Bars represent mean expression in 4 animals per group ± SEM. Statistical analyses were conducted by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test.  * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005; NS not significant. 
 

Target Forward Reverse 
mm Akr1b7 5'-GGCTGCCATTCTCAGCTTCAACAG-3' 5'-GCAAGTGGACCTCAGTATTCCTCG-3' 
mm At1a 5'-TCACCTGCATCATCATCTGG-3' 5'-AGCTGGTAAGAATGATTAGG-3' 
mm At1b 5'-TCACCTGCATCATCATCTGG-3' 5'-AGCTGGTGAGAATAATAACG-3' 
mm Axin2 5'-TGGGGAGTAAGAAACAGCTCC-3' 5'-CCAGCTCCAGTTTCAGTTTCTC-3' 
mm Connexinα43 Taqman Mm_00439105_m1 
mm Cyp11b2 5'-ATGCTGAGAAGTTGCACCAG-3' 5'-ATTCTGGCCCATTTAGCAAG-3' 
mm Lef1 5'-GACGAGCACTTTTCTCCGGG-3' 5'-TGGGGTGATCTGTCCAACGC-3' 
mm Prkar1a 5'-CGGGAATGCGAGCTCTATGT-3' CTCGAGTCAGTACGGATGCC 
mm Sfrp1 5'-CGAGTTGAAGTCAGAGGCCAT-3' 5'-CATCCTCAGTGCAAACTCGC-3' 
mm Sfrp2 5'-TCATGGAAACCCTTTGTAAAAATG-3' 5'-CCTTCACTTTGATTTTCAGTGCG-3' 
mm Sfrp4 5'-TGGAGCCACCCTTACAGGAT-3' 5'-TTCTGTAGGCTGTCCCAGGC-3' 
mm Sfrp5 5'-GATGGCCTCATGGAACAGATGT-3' 5'-GCGCATCTTGACCACAAAGTC-3' 
mm StAR 5'-TCGCTACGTTCAAGCTGTGT-3' 5'-ACGTCGAACTTGACCCATCC-3' 
mm VegfA Taqman Mm_01281449_m1 
mm Wnt4 5'-CCCTGTCTTTGGGAAGGTGGTG-3' 5'-CACCTGCTGAAGAGATGGCGTATAC-3' 
mm 20αHSD 5'-GGCTTTGGCACCTATGCAAC-3' 5'-TGGGTCTGACCAACTCTGGA-3' 
mm 36b4 5'-GTCACTGTGCCAGCTCAGAA-3' 5'-TCAATGCTGCCTCTGGAGAT-3' 
hs AXIN2 5'-GCTAGCTGAGGTGTCGAAGCCC-3' 5'-GGCCGAATGATTCCTGTCCCTC-3' 
hs PPIB 5'-TTTCATCTGCACTGCCAAGA-3' 5'-TTGCCAAACACCACATGCT-3' 
hs StAR 5'-ATGAGTAAAGTGGTCCCAGATG-3' 5'-ACCTTGATCTCCTTGACATTGG-3' 
hs WNT4 5'-AACCGGCGCTGGAACTGCTC-3' 5'-AGCCACCGTAGGCGATGT-3' 













 Le cortex surrénalien s'organise en deux zones fonctionnellement distinctes, la 
glomérulée, qui produit de l'aldostérone sous le contrôle du système rénine-angiotensine, et la 
fasciculée, qui produit de la corticostérone sous le contrôle de l'ACTH. La zonation 
fonctionnelle du cortex est établie en période périnatale et se maintient tout au long de la vie 
de l’individu, alors même que le cortex est continuellement renouvelé par le recrutement de 
progéniteurs localisés dans la zone capsulaire/sous-capsulaire (King et al., 2009). Ce 
renouvellement repose sur la migration centripète des cellules progénitrices (de la capsule 
vers la medulla) qui acquièrent séquentiellement une identité glomérulée, puis une identité 
fasciculée au cours de leur transit (Freedman et al., 2013; King et al., 2009).  L’ensemble de 
ces observations indique qu’en fonction de leur position dans le cortex, les cellules reçoivent 
des signaux déterminant le programme de différenciation approprié. L’analyse de modèles 
génétiques a permis de montrer que la différenciation glomérulée repose en partie sur 
l'activation de la voie Wnt/β-caténine qui stimule l'expression de gènes spécifiques de cette 
zone (At1R et Cyp11b2) et inhibe l'expression de gènes spécifiques de la zone fasciculée 
(Mc2r et Cyp11b1) (Berthon et al., 2014; Walczak et al., 2014). L'identité fasciculée repose 
sur la signalisation AMPc/PKA mobilisée par l’ACTH au travers de son récepteur Mc2r qui 
est essentiel à sa différenciation (Chida et al., 2007), en permettant notamment l'expression de 
Cyp11b1. L’activation constitutive de la β-caténine dans la zone fasciculée conduit à la 
différenciation ectopique de cellules de zone glomérulée (Berthon et al., 2010). Ceci indique 
que l’activation de la voie Wnt/β-caténine doit être inhibée pour permettre la transition de 
l’identité glomérulée vers l’identité fasciculée. 
 Dans le travail présenté ici, nous avons montré à l'aide d'approches pharmacologiques 
et génétiques, que l’activation de la signalisation PKA permettait  d’inhiber la signalisation 
Wnt/β-caténine, favorisant l’acquisition de l’identité fasciculée au détriment de l’identité 
glomérulée. Nos travaux montrent que l’inhibition de la signalisation Wnt/β-caténine par la 
PKA pourrait passer par l'inhibition de l'expression de Wnt4, observée dans les modèles 
murins et dans les cellules de CCS humaines H295R en réponse à l’activation de la PKA. 
Cette hypothèse est renforcée par l'observation d'une perte de l'identité glomérulée en réponse 
à l'invalidation de Wnt4 dans le cortex. L’ensemble de ces observations permet de proposer un 
modèle dans lequel l'expression de Wnt4 dans la zone glomérulée permet l'activation de la 
voie Wnt/β-caténine. Ceci induit le programme de différenciation glomérulée et inhibe la 
différenciation fasciculée, notamment en réprimant l’expression de Mc2r. Au cours de leur 
migration, les cellules échappent progressivement à l’influence de Wnt4. Ceci permet 
Figure 54 : Le traitement ACTH inhibe l’expression des gènes cibles de la β-caténine dans les 
surrénales des souris ∆Cat. 
Quantification relative de l’expression de Lef1 et Axin2 dans les surrénales des souris ∆Cat après 5 jours 
de traitement véhicule (contrôle), à la déxaméthasone (Dex) ou après 3 jours de déxaméthasone suivie de 
2 jours d’ACTH (Dex + ACTH).  





























































































Figure 55 : Le traitement ACTH inhibe l’expression de Wnt4 dans les surrénales des souris ∆Cat. 
Quantification relative de l‘expression de Wnt4 dans les surrénales des souris ∆Cat après 5 jours de 
traitement véhicule (contrôle), à la déxaméthasone (Dex) ou après 3 jours de déxaméthasone suivie de 2 
jours d’ACTH (Dex + ACTH).  




l’expression de Mc2r et l’activation de la signalisation PKA qui verrouille définitivement 
l’expression de Wnt4 et l’activité de la voie Wnt. Ceci permet l’engagement des cellules dans 
la différenciation fasciculée. 
 Au delà des mécanismes moléculaires de la zonation, nous avons également montré 
que l’effet inhibiteur de la PKA sur la signalisation Wnt était capable de s’opposer aux effets 
oncogéniques de la β-caténine dans la cortico-surrénale. Ainsi, alors que l’invalidation de la 
sous-unité régulatrice RIα freine la prolifération induite par la β-caténine, l'invalidation 
hétérozygote de la sous-unité catalytique Cα stimule la tumorigenèse induite par la β-caténine 
et conduit au développement de tumeurs agressives dès 6 mois (contre 18 pour l’activation de 
la β-caténine seule). Ces observations pourraient avoir des implications cliniques, 
l’expression de MC2R et de son partenaire MRAP étant réduite dans les CCS. 
 
A/ Mécanismes d'inhibition de la β-caténine par la PKA  
   Nous avons montré que l’effet inhibiteur de la PKA sur la signalisation Wnt/β-
caténine dans le contexte de la zonation, pouvait s’expliquer par l’inhibition de l’expression 
de Wnt4. Nos données reposant sur l'invalidation de la sous-unité régulatrice RIα (ΔCat; 
Prkar1a Fl/Fl; Akr1b7:Cre) ou au contraire sur l’invalidation hétérozygote de la sous-unité 
catalytique Cα (ΔCat; Prkaca+/-; Akr1b7:Cre) dans les surrénales des souris ΔCat, montrent 
que la signalisation PKA peut aussi s’opposer à l’activation constitutive de la β-caténine. Ces 
observations sont confirmées par l’inhibition de l'activité de la voie Wnt/β-caténine en 
réponse à la forskoline dans les cellules H295R qui portent une mutation activatrice du gène 
CTNNB1 (Tissier et al., 2005) et par l’effet inhibiteur de l’ACTH sur l’expression de Lef1 et 
Axin2  chez des souris ΔCat (Figure 54). Dans ce contexte particulier, se pose la question du 
rôle de l’inhibition de Wnt4 sur l’activité de la voie. En effet, même si les formes mutées de la 
β-caténine (ΔCat et H295R) sont considérées indépendantes des ligands, des données 
expérimentales suggèrent qu’elles conservent une certaine sensibilité aux modulateurs 
naturels de la voie. Ainsi, dans des cellules de cancer colorectal HCT116, portant une 
mutation activatrice de CTNNB1, la surexpression du ligand Wnt1 induit une stimulation de 
l'activité de la β-caténine. A l'inverse, la réexpression dans ces cellules des inhibiteurs de la 
famille SFRP se traduit par une diminution de la transcription dépendante de la β-caténine 
(Suzuki et al., 2004). La diminution d'expression de Wnt4 induit par l'activation de la PKA 
Figure 57 : Augmentation de la phosphorylation de RanBP3 après activation de la PKA dans les 
cellules ATC7xi.  
La phosphorylation de RanBP3 sur sa sérine 58 a été analysée par western blot à partir des protéines 
extraites des cellules ATC7xi traitées à la forskoline ou au DMSO pour le temps indiqué. Les niveaux ont 
été normalisés par rapport à la protéine RanBP3 totale. L’histogramme représente la quantification de 
deux expériences indépendantes.   
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Figure 56 : L’activation de la PKA dans les cellules ATC7xi diminue l’activité de la voie Wnt/β-
caténine. 
Quantification relative de l’expression de Axin2 dans les cellules ATC7xi traitées à la forskoline (Fk) pour 
le temps indiqué.  




pourrait également être un mécanisme permettant de rendre compte de l'interaction négative 
de la PKA sur la voie Wnt/β-caténine, même quand celle-ci est constitutivement active. Dans 
ce sens, nous observons une diminution d'expression de Wnt4 chez les souris ΔCat traitées à 
l’ACTH (Figure 55) et dans les cellules H295R induites à la forskoline. Toutefois, la seule 
diminution du ligand Wnt4 pourrait ne pas être le seul mécanisme permettant à la PKA 
d'inhiber la voie Wnt/β-caténine.  
 Une autre piste envisageable repose sur une augmentation de  l'export nucléaire de la 
β-caténine. Pour valider cette hypothèse, nous proposons d’étudier la dynamique de 
localisation de la β-caténine en transfectant des cellules cortico-surrénaliennes avec une 
construction permettant de suivre la localisation de la β-caténine par microscopie confocale 
(GFP-β-caténine, par exemple). Pour ce faire, nous disposons de cellules cortico-
surrénaliennes murines exprimant une β-caténine sauvage (ATC7xi) et des cellules H295R. 
Le suivi sera effectué en réponse à la forskoline ou l’ACTH, en présence ou non de BIO 
(stimulateur de la voie Wnt). Ces expériences seront complétées par l’analyse en western-blot 
de la localisation de la β-caténine endogène après fractionnement nucléo-cytoplasmique. Ceci 
permettra notamment de localiser les formes actives et inactives de la β-caténine en fonction 
de leurs phosphorylations. Enfin,  nous analyserons le niveau de recrutement de la β-caténine 
sur ses gènes cibles, par des expériences d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP). 
 La protéine RanBP3 pourrait être un acteur pertinent de l’export nucléaire de la β-
caténine. En effet, elle a la capacité d'exporter les formes sauvage et mutée de la β-caténine 
hors du noyau (Hendriksen et al., 2005) et peut être modulée par la phosphorylation de sa 
sérine 58 (Knethen et al., 2010; Yoon et al., 2008). Cette phosphorylation, en réponse à la 
kinase ERK, participe  notamment à l'export nucléaire de PPARγ (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma) dans des cellules HEK293 (Knethen et al., 2010). Même si la 
phosphorylation de ce site n’a pas été associée à la PKA, la sérine 58 est localisée dans un 
consensus canonique de type RXXS/T. L'activation de la voie de signalisation PKA pourrait 
donc induire une stimulation de l'activité d'export de la β-caténine par RanBP3. Afin d'étudier 
cette hypothèse, nous avons analysé l'état de phosphorylation de la sérine 58 de RanBP3 après 
activation de la PKA par un traitement forskoline dans les cellules ATC7xi, qui présentent 
également une diminution de l'activité transcriptionnelle de la β-caténine lors de l'activation 
de la PKA (Figure 56). Une augmentation de phosphorylation de RanBP3 est observée dès 1h 
de traitement et se maintient jusqu'à 24h de traitement (Figure 57). Ces résultats suggèrent 
Figure 59 : Dans les cellules ATC7xi, l’expression de Axin2 n’est plus diminuée après transfection 
de siARN dirigés contre RanBP3. 
A/ Mesure de l’accumulation de la protéine RanBP3 par western blot après transfection de siARN 
contrôle (siGFP) ou dirigés contre RanBP3 (siRanBP3) dans des cellules ATC7xi.  
B/ Quantification relative de l‘expression de Axin2 par RTqPCR dans les cellules ATC7xi transfectées 
avec des siGFP ou des siRanBP3. Après transfection les cellules ont été traitées pendant 6h à la forskoline 
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Figure 58 : Augmentation de la phosphorylation de RanBP3 dans les surrénales des animaux 
invalidés pour la sous-unité régulatrice RIα. 
La phosphorylation de RanBP3 sur sa sérine 58 a été analysée par western-blot à partir de protéines 




donc que la PKA a la capacité de phosphoryler RanBP3 sur sa sérine 58. Cette hypothèse est 
confortée par l’observation d’une augmentation de phosphorylation de la sérine 58 de 
RanBP3 dans la cortico-surrénale de souris invalidées pour la sous-unité RIα de la PKA 
(Prkar1a Fl/Fl ; Akr1b7:Cre, Figure 58). Nous devons toutefois encore confirmer que la PKA 
phosphoryle directement RanBP3 par l'utilisation d'inhibiteurs de cette voie et des voies 
PI3K/AKT et MAPK, déjà décrites comme impliquées dans la phosphorylation de ce résidu 
(Knethen et al., 2010; Yoon et al., 2008) et qui peuvent être mobilisées par la PKA (Bornfeldt 
and Krebs, 1999; de Joussineau et al., 2014). Des expériences d'immunoprécipitation seront 
également menées, afin de mettre en évidence une interaction entre la sous-unité catalytique 
de la PKA et RanBP3. Dans le but de déterminer si RanBP3 pouvait être impliqué dans 
l'inhibition de la β-caténine en réponse à la PKA, nous avons diminué son expression par 
interférence ARN dans les cellules ATC7xi et analysé l'état d'activation de la voie Wnt/β-
caténine. Nos résultats préliminaires montrent que l'expression de Axin2 n'est plus inhibée par 
la forskoline quand l’expression de RanBP3 est réduite (Figure 59). Ainsi, la PKA pourrait 
favoriser l’export nucléaire de la β-caténine en stimulant (directement ou indirectement) 
l'activité de RanBP3 par phosphorylation. Ces expériences n’étant que préliminaires, elles 
doivent être répétées afin de confirmer les résultats. D’autre part, nous confirmerons 
l’implication de la phosphorylation de RanBP3 pour l'export nucléaire de la β-caténine en 
réexprimant la forme sauvage ou mutée de RanBP3 sur sa sérine 58 (mutation phopho-
inactive) après inhibition de RanBP3 endogène par interférence ARN. Enfin, nous 
confirmerons la  phosphorylation de RanBP3 dans le modèle murin d'activation constitutive 
de la PKA (Prkar1a Fl/Fl ; Sf1:Cre) ainsi que dans les surrénales des souris traités à l'ACTH. 
Une autre possibilité, non mutuellement exclusive, pour expliquer l'effet inhibiteur de 
l'activation de la signalisation PKA sur la β-caténine pourrait être  un titrage des co-facteurs 
de la β-caténine, tels que CBP et p300 qui sont utilisés par le facteur CREB (Mayr and 
Montminy, 2001), mobilisé par la PKA dans la cortico-surrénale. Ce mécanisme a notamment 
été démontré dans des kératinocytes humains pour la signalisation TGFβ/SMAD. En effet, 
l'induction de la PKA dans ces cellules réduit l'activité transcriptionnelle des SMAD sans 
modifier leur import nucléaire mais par la réduction de l'interaction des SMAD avec CBP ou 
p300 (Schiller et al., 2003). Afin d'étudier cette hypothèse, un ChIP de CBP et p300 sur les 
gènes cibles β-caténine pourra être réalisé dans les cellules H295R après activation de la 
PKA. D'autre part, le taux de p300 étant limité dans le noyau (Hottiger et al., 1998), nous 





contourne l'effet inhibiteur de la PKA sur la β-caténine, nous pourrons alors en conclure que 
sa titration par l’activation de la signalisation PKA est responsable de l’inhibition de l’activité 
de la voie Wnt/β-caténine. Dans le même ordre d'idée, on peut également imaginer une 
titration de la β-caténine par le récepteur nucléaire Sf1. En effet, ces deux facteurs 
interagissent physiquement (Gummow et al., 2003; Salisbury et al., 2007) et l'inhibition de 
Sf1 par siARN induit une augmentation d'expression de AXIN2 et CCND2, deux gènes cibles 
de la signalisation Wnt/β-caténine (Ehrlund et al., 2012). Réciproquement, la β-caténine est 
capable d'inhiber l'expression de gènes cibles de Sf1 (Walczak et al., 2014). Dans la cortico-
surrénale, l'activité de Sf1 étant mobilisée par la signalisation PKA (Schimmer and White, 
2010), on peut supposer que la mobilisation de Sf1 induise une titration de la β-caténine de 
ses gènes cibles canoniques mais également de Nurr1, Nurr77, Cyp21 et At1R. Ceci pourra 
être évalué par des analyses de co-immunoprécipitation β-caténine-Sf1 et de ChIP sur les 
régions régulatrices des gènes concernés. Nous pourrons également évaluer le rôle de Sf1 
dans l'inhibition de la voie Wnt/β-caténine en diminuant son expression par interférence 
ARN. L'existence d'un tel mécanisme pourrait contribuer à la spécificité tissulaire du 
phénotype, Sf1 étant essentiellement exprimé dans les tissus stéroïdogènes.  
 Enfin, la voie Wnt/β-caténine étant une signalisation soumise à de nombreux points de 
contrôle, d'autres acteurs de ce contrôle pourraient être mobilisés par la PKA. Nous proposons 
de les identifier par une approche transcriptomique reposant sur la comparaison du profil 
d’expression génique de cellules cortico-surrénaliennes en absence et en présence de 
forskoline. Une fois les acteurs pertinents identifiés, nous pourrons valider leur implication 
dans le processus, par interférence ARN. 
 Contrairement à d’autres tissus dans lesquels la PKA stimule l’activité de la voie 
Wnt/β-caténine, la cortico-surrénale semble présenter un contexte cellulaire particulier 
conduisant à un effet inhibiteur de la PKA, même dans un contexte d’activation constitutive 
de la β-caténine. L'ensemble des expériences proposées ici devrait nous permettre d’identifier 
les acteurs de cette interaction inattendue, impliquée à la fois dans le contrôle de 
l’homéostasie corticale et dans les phénomènes de tumorigenèse. A terme, il serait intéressant 
de réaliser une étude comparée de ces acteurs et des mécanismes mobilisés dans des tissus 






B/ Pertinence clinique de l’inhibition des propriétés oncogéniques de la β-caténine  
 Dans l’intestin, les voies PKA et β-caténine coopèrent afin d’accélérer le 
développement tumoral (Brudvik et al., 2011; van Veelen et al., 2011). Nos résultats montrent 
qu’au contraire, l’inactivation hétérozygote de la sous-unité catalytique de la PKA est 
suffisante pour provoquer une forte accélération de la tumorigenèse dans la cortico-surrénale. 
Se pose alors la question de la pertinence clinique de ces observations. Des études anciennes 
sur de petites cohortes de tumeurs avaient mis en évidence une perte d’hétérozygotie du gène 
codant MC2R dans les carcinomes cortico-surrénaliens (Reincke et al., 1997). L’analyse 
rétrospective du transcriptome d’une plus large cohorte de patients met en évidence une 
diminution significative d’expression de MC2R et de son partenaire MRAP dans les CCS par 
rapport aux surrénales saines ou aux adénomes. Toutefois, nous n’avons pas pu mettre en 
évidence de corrélation avec les niveaux d’expression des gènes cibles de la β-caténine LEF1 
et AXIN2. Malgré tout, les patients porteurs de CCS sécréteurs de cortisol chez qui l’axe 
hypothalamo-hypophyso-surrénalien est inhibé, présentent une augmentation significative 
d’expression de ces deux facteurs. Il est donc possible qu’une diminution de la signalisation 
PKA soit associée à l’agressivité des tumeurs et à l’activation de la voie de signalisation 
Wnt/β-caténine.  
 Il serait intéressant d’étudier cette hypothèse sur la base de l’ensemble des données 
transcriptomiques et de séquençage d’exons disponibles. On pourrait alors identifier de 
nouveaux acteurs pertinents de la tumorigenèse cortico-surrénalienne, impliqués dans le 
contrôle du croisement des voies de signalisation Wnt et PKA. 
 
C/  Implication de la β-caténine dans la différenciation de la zone glomérulée  
 Les données de l'équipe ont démontré que l'activation constitutive de la β-caténine 
dans la cortico-surrénale induit une différenciation ectopique de cellules de glomérulée 
(Berthon et al., 2010). La β-caténine est donc un facteur important pour la différenciation de 
cette zone. L’observation de cellules exprimant Cyp11b2 chez les souris invalidées pour Wnt4 
suggère soit que d’autres ligands Wnt sont capables de stimuler la voie, soit qu’un certain 
degré de différenciation de la zone glomérulée peut être observé en absence d’activité de la 
voie Wnt/β-caténine. Malheureusement, l’invalidation de la β-caténine dans l’ensemble du 
cortex (Ctnnb1 Fl/Fl ;Sf1:Cre) bloque le développement de la cortico-surrénale, ne permettant 
Figure 60 : Atrophie progressive du cortex surrénalien des souris invalidées pour la β-caténine à 
l’aide d’une Cre à faible activité de recombinaison. 
En haut, coloration hématoxyline/éosine (HE) de coupes de surrénales contrôles (WT) et KO. 
En bas, immunohistochime de Sf1 sur des coupes de surrénales contrôles (WT) et ΚΟ. 
D’après Kim et al., 2008. 
Figure 61 : Accumulation de cellules sous-capsulaires non différenciées dans les surrénales des 
souris ΔCat. 
En haut, coloration hématoxyline/éosine (HE) de coupes de surrénales contrôles (WT) et ΔCat. 
En bas, immunohistochime de Sf1 sur des coupes de surrénale contrôle (WT) et ΔCat. 









pas d’évaluer l’implication de la β-caténine dans l’établissement de la zone glomérulée (Kim 
et al., 2008a). Afin de répondre à cette question, nous proposons donc d’invalider la β-
caténine spécifiquement dans la zone glomérulée. Dans ce but, les souris portant des sites 
LoxP de part et d'autre des exons 2 et 6 du gène Ctnnb1 (Ctnnb1 Fl/Fl) (Brault et al., 2001) 
seront croisées avec des souris exprimant la recombinase Cre sous le contrôle du promoteur 
Cyp11b2 (AS+/Cre) (Freedman et al., 2013). Si la β-caténine est totalement indispensable à 
l'acquisition de l'identité glomérulée, ces animaux devraient présenter une perte de 
différenciation de cette zone.  
 Le renouvellement du cortex surrénalien étant basé sur la différenciation de cellules 
progénitrices en cellules de glomérulée puis de fasciculée, la perte de la glomérulée dans le 
modèle AS+/Cre; Ctnnb1Fl/Fl pourrait induire des défauts de renouvellement et des altérations 
de la zone fasciculée. En effet, si l'acquisition de l'identité glomérulée est requise pour la 
différenciation fasciculée, des défauts de renouvellement du cortex et donc une atrophie du 
cortex pourraient être observés au cours du vieillissement des souris. Toutefois, il semble 
existe des mécanismes alternatifs de différenciation fasciculée sans passer par une identité 
glomérulée. En effet, dans le modèle invalidé pour Sf1 spécifiquement dans la glomérulée 
(AS+/Cre; Sf1Fl/Fl), une désorganisation de la zone glomérulée est observée, accompagnée d'une 
diminution d'expression de Cyp11b2, marqueur de la zone glomérulée (Freedman et al., 
2013). La zone fasciculée n'étant pas altérée dans ce modèle, malgré les défauts de 
différenciation de la zone glomérulée, des mécanismes alternatifs permettant la différenciation 
et/ou le maintien de la zone fascciculée doivent être mis en jeu (Freedman et al., 2013). Ces 
mécanismes pourraient être mis en place dans le modèle AS+/Cre; Ctnnb1Fl/Fl. 
 
D/ Implication de la β-caténine dans le renouvellement cellulaire 
 L’invalidation de la β-caténine dans l'ensemble du cortex grâce à une Cre à faible 
activité de recombinaison induit une atrophie progressive du cortex au cours du vieillissement 
(Figure 60) (Kim et al., 2008a). A l’inverse, l'activation constitutive de la β-caténine induit 
une accumulation de cellules sous-capsulaires fibroblastiques indifférenciées (Sf1-), pouvant 
correspondre à des progéniteurs surrénaliens (Figure 61) (Berthon et al., 2010). L’ensemble 
de ces données suggère que la β-caténine joue un rôle important dans le renouvellement 

























Figure 62 : Analyse de l’expression des acteurs de la voie Hedgehog dans les surrénales des souris 
ΔCat. 
A/ Analyse de l’expression de Shh par RTqPCR. Test t de Student * p≤0.05 ; ** p ≤0.01 ; *** p ≤0.001 
B/ Corrélation de l’expression de Shh et Axin2. 
C/ Corrélation de l’expression de Shh et Gli1. 





cortex suggère que cet effet est probablement indirect (Walczak et al., 2014). Dans la cortico-
surrénale, la prolifération et le maintien des cellules progénitrices capsulaires sont dépendants 
de Shh, dont l’invalidation dans les cellules Sf1+ entraine une réduction de la taille des 
surrénale et un amincissement de la capsule, associé à une diminution de prolifération des 
cellules capsulaires (Huang et al., 2010; King et al., 2009). La majorité des cellules exprimant 
Shh dans la cortico-surrénale adulte, correspond aux cellules qui répondent au signal Wnt 
(Walczak et al., 2014). D'autre part, une augmentation de l'expression de Shh, corrélée à 
l'augmentation d'expression de Axin2, a été mise en évidence dans les surrénales des souris 
présentant une activation constitutive de la β-caténine dans le cortex (Figure 62A et B, 
résultats non publiés, Annabel Berthon). Chez ces mêmes souris, une augmentation de 
l'expression de Gli1, corrélée à l'expression de Shh et d'Axin2, a été observée (Figure 62 C et 
D, résultats non publiés, Annabel Berthon). L’ensemble de ces données suggère que la voie 
Wnt/β-caténine joue un rôle important dans le renouvellement cortical en stimulant 
l’expression de Shh et le recrutement de progéniteurs corticaux.   
 Le croisement des souris ΔCat avec des souris possédant un rapporteur Gli1 : LacZ 
permettra de confirmer que les cellules fibroblastiques accumulées dans le cortex de ces 
animaux correspondent à des cellules capsulaires. D'autre part, des expériences de ChIP à 
partir des surrénales des souris ΔCat permettront de mettre en évidence un effet direct de la β-
caténine sur le contrôle de l’expression de Shh. Enfin, nous pourrons également inactiver Shh 
chez les souris ΔCat en les croisant avec l’allèle conditionnel ShhFl/Fl afin d’évaluer le 
recrutement de cellules capsulaires/sous-capsulaires et la contribution de ces mécanismes au 
processus de développement tumoral. Cette dernière question est d’autant plus intéressante 
que de récentes études mettent en évidence une dérégulation de la voie de signalisation 
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Adrenocortical cancer (ACC) is a rare (0.5–2 cases permillion per year) but aggressive disease with low
survival rates of 16 to 47%, depending on the clinical
series. Although mitotane alone or in combination with
chemotherapy can improve patients’ survival, there is no
efficient treatment of metastatic ACC, which is found in
almost half of the patients at diagnosis. Identification of
themolecular underpinnings ofACCmay open theway to
targeted therapy of this aggressive cancer.Over the last 20
years, considerable concerted effort has led to the identi-
fication of molecular alterations in patients’ samples that
may drive the tumorigenic process. One of the break-
throughs in this long processwas the discovery byGicquel
et al (1) in 1994 that the growth factor IGF2wasmarkedly
overexpressed in about 80–90% of adrenocortical carci-
nomas compared with adenomas or healthy adrenals (1).
This seminal report was followed by a number of larger-
scale studies that confirmed that IGF2 was the most up-
regulated gene in ACC. These studies also showed over-
expression of the IGF2 and IGF-I receptor (IGF-IR) and of
one IGF binding protein (IGFBP2) in adrenal carcinomas
(reviewed in Ref. 2).
IGF2 is a growth factor that signals through theMAPK
andphosphatidylinositol-3-kinase pathways,which stim-
ulate proliferation and inhibit apoptosis in a number of
cell types. IGF2 is expressed from the paternal allele at
the maternally imprinted 11p15 locus. A possible in-
volvement of IGF2 in adrenal tumorigenesis was initially
postulated because of the presence of adrenocortical adeno-
mas and carcinomas in patients with Beckwith-Wiede-
mann syndrome, a disease resulting from structural alter-
ations at 11p15 that cause overexpression of IGF2 and
deregulation of other genes in the locus (reviewed in Ref.
3). In sporadic adrenocortical carcinomas, overexpression
of IGF2 is frequently associated with loss of the maternal
allele and duplication of the paternal allele, resulting in
biallelic expression of the gene (1). Overexpression of
IGF2 is a strong independent predictor of shorter disease-
free survival (4), and immunohistochemistry for IGF2 has
been proposed as an efficient diagnostic tool. Consistent
with a potential role of IGF2 in adrenal tumorigenesis,
inhibition of IGF-IR signaling by a tyrosine kinase inhib-
itor (NVP-AEW541) or a specific blocking antibody
(IMC-A12) reducedACCcell proliferation and tumor for-
mation in nude mice (reviewed in Ref. 2). This suggested
that IGF signaling could be an interesting therapeutic tar-
get in the context of ACC. However, phase I trials aiming
at evaluating the feasibility of IGF-IR (Figitumumab and
OSI-906) and insulin receptor (OSI-906) inhibition in
ACC have only shown one partial response by Response
Evaluation Criteria In Solid Tumors (RECIST) criteria
(OSI-906 protocol) out of a total of 25 patients (5, 6). The
observation that some patients displayed stable disease
after 3 months on the 2 protocols could be considered
encouraging. Thiswill have to be further evaluated in light
of the ongoing advanced clinical trials.
Although the robust expression of IGF2 in ACC sug-
gests a possible involvement in tumor initiation and/or
progression, this is generally accompanied by deregula-
tion of the whole 11p15 locus, which encompasses poten-
tial tumor suppressors such as H19 and P57KIP2 and
potential oncogenes such as the recently described micro-
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RNA hsa-miR483. To elucidate the specific role of IGF2
in adrenocortical tumorigenesis, our team (7) and Ham-
mer’s group (8) have used distinct genetic strategies to
induce Igf2 overexpression alone or in combination with
constitutive Wnt pathway activation in transgenic mice.
We achieved overexpression of Igf2 in the adrenal cortex
through the regulatory regions of Akr1b7 or CYP11A1.
Both promoters allow expression of transgenes in all ste-
roidogenic cells of the adrenal cortex.Hammer’s group (8)
used a mouse model in which the endogenous Igf2/H19
imprinting control region was specifically deleted in some
Sf-1-positive cells in the adrenal cortex, which resulted in
stochastic biallelic expression of Igf2. These 3 different
genetic models allowed levels of Igf2 expression ranging
from2- to87-foldof that found in controlmice,whichwas
in the range of IGF2 overexpression in patients (7- to
582-fold) (8, 9). However, there was no adrenal tumor
development or even hyperplasia in any of the transgenic
models over a time course of 14months, although the IGF
signaling pathway was activated (7, 8). These observa-
tions are in line with previous reports in mouse models of
Beckwith-Wiedemann syndrome and confirm analyses re-
lying on incidental phosphoenolpyruvate carboxykinase-
driven overexpression of IGF2 in the adrenal cortex of
transgenic mice (10). Interestingly, we showed increased
proliferation in theadrenal cortices of Igf2-overexpressing
mice, which was in line with the effect of IGF signaling
inhibition in human adrenocortical tumor cell lines.How-
ever, this was not associated with tumor development.
Although one can never rule out that interspecies differ-
ences might complicate interpretation of the phenotypes,
it seems sensible to conclude that IGF2overexpression can
accelerate cell proliferation in both human andmouse ad-
renocortical cells. However, in contrast with !-catenin
(11), it is not sufficient as a single alteration to further
promote adrenocortical cell transformation through ac-
quisition of secondary alterations.
Constitutive Wnt/!-catenin pathway activation is the
secondmost frequent molecular alteration in adrenal cor-
tex tumors (reviewed in Ref. 12). However, unlike over-
expression of IGF2, this alteration is found at similar fre-
quencies in benign (51% [13]) and malignant (39.2%
[14]) tumors in patients.We have shown that stabilization
of!-catenin byCre-mediated excision of the third exon of
Ctnnb1 in all steroidogenic cells of the cortex resulted in
adrenal hyperplasia and dysplasia, which progressed to-
ward malignancy in a small subset of animals (11). Using
a different genetic scheme relying on Sf-1-mediated dele-
tion of APC, a key component of !-catenin destruction
complex,Hammer’s team (8) confirmedour observations,
although tumorprogression seemed slower in theirmodel.
Thesedata showed that in contrastwith IGF2, constitutive
active !-catenin had the potential to trigger tumor forma-
tion in the adrenal cortex, but that secondary events were
required to trigger malignant transformation. Our 2
groups therefore tested the possible cooperation of WNT
pathway activation and IGF2 overexpression that are
found associated in the most aggressive ACC (reviewed in
Ref. 15), by mating the different genetic models. In both
studies, the combination of active !-catenin and elevated
levels of Igf2 accelerated tumor progression. However, to
our surprise the acceleration was mild, even with an al-
most 30-fold increase in Igf2 expression and over a 14-
month timecourse. Indeed,we showeda significant switch
ofmost 14-month-old tumors fromaWeiss score of 0with
activation of !-catenin to 1 and 2 when the 2 alterations
were combined. It was also associated with a mild but
significant increase in the proliferation marker Cyclin D1
and an overall increase in the number of adrenals with a
Ki67-labeling index over the 5% malignancy threshold
(7). The analysis of Heaton et al (8) yielded essentially the
same observations, although their classification did not
rely on Weiss scoring of the tumors. Strikingly, only one
overt carcinoma in situ with a Weiss score of 3 was diag-
nosed in each of the 2 series (7, 8).
Taken together, these in vivo experiments demonstrate
that isolated overexpression of Igf2 has no oncogenic po-
tential and strongly suggest that it is not a contributor to
malignant tumor progression in the adrenal cortex, even
when associated with !-catenin activation. This is in
agreement with the observation that carcinomas with
overexpression of IGF2 are not transcriptionally distinct
from carcinomas with low IGF2 expression in whole-ge-
nome analyses (15). This strongly suggests that IGF2, as
opposed to aberrant !-catenin activation, is not a driving
force for the tumorigenic process in the adrenal cortex in
both mouse and human.
Interestingly, a recent report showed that hypomethy-
lation of KCNQ1OT1 in the absence of other epigenetic
alterations at the 11p15 locus was associated with spo-
radic pediatric adrenocortical tumors (16). This suggests
that genes at the 11p15 locus other than IGF2 could play
a role in adrenal tumorigenesis. Clearly, future mouse
models of adrenocortical tumorigenesis will have to take
these alterations into account. This will help in determin-
ing whether IGF2 overexpression in ACC is a passenger
hit, resulting from broad epigenetic alterations at 11p15
that target other potential tumor suppressors or onco-
genes at the locus.
Eighteen years after its identification as an almost ubiq-
uitous adrenocortical carcinoma marker, IGF2 has not
held all of its promises. On the basis of the 2 recently
published reports and bearing in mind the inherent limi-
tations of mouse models, we think that IGF2 is not likely
506 Drelon et al IGF2 in Adrenocortical Cancer J Clin Endocrinol Metab, February 2013, 98(2):505–507

to represent a good therapeutic target in the context of
ACC.However, in light of the tremendous challenges that
clinical management of ACC still represents, we hope that
the outcome of the ongoing clinical trials will prove us
wrong.
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Primary aldosteronism (PA) is the main cause of secondary hypertension, resulting from adrenal aldosterone-
producing adenomas (APA) or bilateral hyperplasia. Here, we show that constitutive activation ofWNT/b-catenin
signalling is the most frequent molecular alteration found in 70% of APA. We provide evidence that decreased
expressionof theWNT inhibitorSFRP2maybecontributing toderegulatedWNTsignallingandAPAdevelopment
in patients. This is supported by the demonstration thatmicewith genetic ablationofSfrp2 have increased aldos-
terone production and ectopic differentiation of zona glomerulosa cells. We further show thatb-catenin plays an
essential role in thecontrol ofbasal andAngiotensin II-inducedaldosteronesecretion,byactivatingAT1R,CYP21
and CYP11B2 transcription. This relies on both LEF/TCF-dependent activation of AT1R and CYP21 regulatory
regions and indirect activation of CYP21 and CYP11B2 promoters, through increased expression of the nuclear
receptors NURR1 and NUR77. Altogether, these data show that aberrant WNT/b-catenin activation is associated
with APA development and suggest that WNT pathwaymay be a good therapeutic target in PA.
INTRODUCTION
Adrenal autonomous secretion of aldosterone also called
primary aldosteronism (PA) is the main cause of secondary
hypertension with a prevalence of 6–13% of hypertensive
patients (1,2). In 95% of the cases, this pathology is caused by
adrenal aldosterone-producing adenomas (APA) or bilateral
hyperplasia (3). Clinical management of PA essentially relies
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on surgical resection and/or treatment with mineralocorticoids
antagonists to minimize hypertension (4,5). However, complete
normalization of blood pressure is rarely achieved andmineralo-
corticoids antagonists are associatedwith adverse endocrine side
effects (6).Although newpromising treatments such as aldoster-
one synthase inhibitors are emerging (7,8), identification of the
molecular aetiology of PA is essential to allow the development
of more specific and more efficient drugs. Multiple molecular
alterations such as down-regulation of TASK channels (9,10)
or circadian clock deregulation (11) have been proposed to
play a role in the establishment of PA but their clinical relevance
is still unclear. Recent data suggest that the development of a
subset of APA is associated with mutations in the KCNJ5
gene, which cause dysfunction of the Kir3.4 potassium
channel, or mutations in the genes encoding the ATPases
ATP1A1 and ATP2B3 (12–16). In both cases, these alterations
result in inappropriate membrane depolarization, which
increases steroidogenic capacities of adrenocortical cells. Even
though KCNJ5 and ATPases mutations account for !40–45%
of patients with sporadic PA, the molecular mechanisms under-
lying the majority of APA still remain elusive (13,15,16,17,18).
We have recently shown that transgenic mice with specific
constitutive activation of b-catenin in the adrenal cortex pre-
sented with increased aldosterone production (19). Here, we
have investigated the hypothesis that aberrantWNTpathway ac-
tivation may play a role in the development of APA in patients.
RESULTS
WNT/b-catenin pathway is constitutively activated in APA
To evaluate the potential role of WNT pathway in the develop-
ment of APA, we analysed the status of WNT/b-catenin
pathway activation in tissue samples from 47 patients diagnosed
withPAcausedbyadrenalAPA.Patients’ clinical andbiological
characteristics are described in Supplementary Material,
Table S1A. Immunohistochemistry for b-catenin showed cyto-
plasmic (Fig. 1Acandd) and/or nuclear (Fig. 1Aeand f) accumu-
lation of b-catenin in 33/47 APA (Supplementary Material,
Table S1B). This suggested that WNT/b-catenin signalling
was activated in 70% of APA in our series (Fig. 1A and Supple-
mentary Material, Table S1B). To confirm these observations,
WNT/b-catenin pathway target genes expression was analysed
by reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction
(RTqPCR) in 35 out of the 47APA that were analysed by immu-
nohistochemistry (Supplementary Material, Table S1B). In
these experiments, APAwere compared with 7 normal adrenals
(NA) and17 non-aldosterone-producing adenomas (NAPA) that
were selected on the basis of cortisol or androgen secretion and
absence of histological signs of b-catenin activation. These
experiments demonstrated a significant overexpression of
AXIN2 (Fig. 1B) and LEF1 (Fig. 1C) in APA compared with
both NA and NAPA. We then analysed expression of
CYP11B2 (Fig. 1D) and performed correlation analyses with
AXIN2 and LEF1 expression levels. These experiments
showed a strong association between AXIN2 (Fig. 1E), LEF1
(Fig. 1F) andCYP11B2 expression levels. To further strengthen
our hypothesis of an association between WNT activation and
CYP11B2 overexpression, we analysed expression of
CYP11B2 (by in situ hybridization) and b-catenin (by
immunohistochemistry) on consecutive sections of APA.
These data showed that cells within the adenoma displayed
both high levels of CYP11B2 expression (Fig. 1Gb and c) and
nuclear b-catenin staining (Fig. 1Gd and e). We therefore con-
cluded that canonical WNT/b-catenin signalling was activated
in a majority of APA and that this activation was correlated
with increased CYP11B2 expression.
WNT/b-catenin pathway activation in APA is associated
with down-regulation of SFRP2
WNT/b-catenin pathway activation in adrenal tumours has
mostly been attributed to activating mutations in the CTNNB1
gene (20). However, there were no such mutations in our series
of 26 b-catenin-positive APA for which genomic DNA was
available (Supplementary Material, Table S1B). This result
was in agreement with a recent report showing no activating
CTNNB1mutations in 41 APA (21). We then evaluated the pos-
sibility of an association between WNT pathway activation and
KCNJ5mutations. Out of the 19b-catenin-positive tumours that
were available for sequencing, 9 weremutant forKCNJ5 (47%).
However, 6/9 (67%) of the b-catenin-negative tumours were
also mutant for KCNJ5 (Supplementary Material, Table S1B).
This suggested that there was no association between KCNJ5
mutations and canonical WNT/b-catenin pathway activation
in APA. In an attempt to identify WNT regulators that may be
relevant to APA development, we compared expression levels
of knownWNT regulators (based on a compilation of data avail-
able from theWntHomepage andPubMedbrowsing) in sixAPA
and four NA by retrospective analysis of cDNAmicroarray data
((22), Supplementary Material, Fig. S1). This analysis con-
firmed significant up-regulation of AXIN2 and LEF1 expression
in APA, but surprisingly failed to identify up-regulation of posi-
tive regulators of WNT pathway activity, with the exception of
Lrp6 WNT coreceptor (Supplementary Material, Fig. S1).
However, this approach showed significant down-regulation of
SFRP1, 2 and 4, three members of the SFRP (secreted frizzled
related protein) family of WNT signalling inhibitors, in APA.
These factors have the ability to bind and titrate WNT ligands
and their down-regulation has been shown to stimulate WNT
pathway activation in tumours (23). To further confirm our tran-
scriptome data, we analysed expression of SFRP1, SFRP2 and
SFRP4 by RTqPCR in our series of 35 APA in comparison
with NAPA and NA. We reasoned that factors relevant to
WNT pathway activation and aldosterone production should
be deregulated in APA in comparison with both NA and
NAPA. In these experiments, SFRP1 was down-regulated in
APA and NAPA compared with NA (Fig. 2A). However, there
was no significant difference in SFRP1 expression in APA com-
pared with NAPA, suggesting that it was not involved in the es-
tablishment of the aldosterone-producing phenotype. In contrast
with the microarray data, RTqPCR analyses of our larger series
did not show down-regulation of SFRP4 in APA compared with
NA and even showed up-regulation in comparison with NAPA
(Fig. 2B). Interestingly, SFRP2 expression was significantly
downregulated in APA compared with both NA and NAPA
(Fig. 2C). This suggested that it could be involved in the estab-
lishment of deregulated WNT signalling and subsequent aldos-
teronism in APA patients. Consistent with this idea, SFRP2
2 Human Molecular Genetics, 2013

expression was inversely correlated with both AXIN2 (Supple-
mentaryMaterial, Fig. S2A) andCYP11B2 expression (Fig. 2D).
Sfrp2 knockout mice have increased Wnt signalling and
aldosterone production
To further explore a link between SFRP2 down-regulation and
APA development, we analysed plasma aldosterone concentra-
tions in Sfrp2 knockout mice. These mice are characterized by
brachy-syndactyly, but their adrenal function was never investi-
gated (24). Individual increases in plasma aldosterone were
observed as early as 7 months in homozygous mutant females;
however, significant overall increases were only observed in 12-
to –13-month-old mutants compared with wild-type littermates
(Fig. 2E).Thesewere independent of renin,whichwas not signifi-
cantly elevated inSfrp2knockoutmice (3.77+2.88 mUI/l) com-
pared to wild-type mice (2.38+1.29 mUI/l). The hormonal
phenotype was specific of aldosterone, as corticosterone levels
were not significantly altered by Sfrp2 knockout (Supplementary
Material, Fig. S2B). Consistent with a role of Sfrp2 in restraining
Wnt signalling in the adrenal, mRNA accumulation of Axin2
(Fig. 2F) and Lef1 (Fig. 2G) was increased in Sfrp22/2 adrenals.
Interestingly, plasma aldosterone concentration was significantly
correlated with Axin2 mRNA accumulation (Spearman r ¼
0.4834, P ¼ 0.0167). We further confirmed these observations
by immunohistochemical analysis of Dab2 (a molecular marker
of zona-glomerulosa differentiation (25)), b-catenin and
Cyp11b2 expression. Consistent with the endocrine and molecu-
lar phenotypes, immunohistological analysis of Sfrp2 knockout
adrenals showed ectopic Dab2 (Fig. 2Hb versus a) and
b-catenin-positive cells (Fig. 2He versus d) within the adrenal
cortex and central adrenal region. These ectopic cells were also
positive for Cyp11b2 (Fig. 2Hh versus g; Supplementary Mater-
ial, Fig. S2C), which was reminiscent of the phenotype of DCat
mice with adrenal-specific constitutive b-catenin activation
(Fig. 2Hc, f and i (19)). This showed that Sfrp2 knockoutwas suf-
ficient to increase adrenalWNT signalling and aldosterone secre-
tion. We thus concluded that down-regulation of SFRP2
expression was one of the possible causes for deregulation of
WNT signalling and development of APA in patients.
b-Catenin controls aldosteroneproduction atmultiple levels
In order to understand the role of b-catenin in aldosterone
production, we used the human adrenocortical cell line
H295R that has the ability to produce aldosterone in response
to its natural secretagogue, Angiotensin II. However, it spon-
taneously expresses a constitutive active mutant form of
b-catenin (S45A mutation) (26). We therefore decided to
down-regulate b-catenin activity and to assess basal and
Angiotensin II-induced aldosterone production. Transfection
of H295R cells with small interfering RNAs to b-catenin
induced a mean 60% decrease in b-catenin expression com-
pared with unrelated GFP siRNA (Supplementary Material,
Figure 1.WNT/b-catenin pathway is activated in Conn’s syndrome patients. (A) Nucleo-cytoplasmic accumulation of b-catenin in APA. Immunohistochemistry
shows cytoplasmic (e.g. patient #c7) or nucleocytoplasmic (e.g. patient #c5) accumulation of b-catenin in 33 out of 47 APA and wild-type membrane-associated
staining in 14 out of 47 APA (e.g. patient #c1). Scale bar is 200 mm. (B and C) Two b-catenin target genes, AXIN2 and LEF1 are up-regulated in APA. AXIN2
and LEF1 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs from 35 APA, 17 NAPA and 7 NA. (D) CYP11B2 is up-regulated in aldosterone-producing
tumours. Aldosterone synthase CYP11B2 expression was analysed by RTqPCR on mRNAs from APA, NAPA and NA. (E and F) AXIN2 and LEF1 expression
levels are correlated with CYP11B2 expression. RTqPCR data were used to correlate WNT pathway activation (AXIN2 and LEF1) with CYP11B2 expression in a
Spearman correlation analysis. (G) CYP11B2 and nuclear b-catenin are expressed in similar areas of APA. CYP11B2 (in situ hybridization, b and c) and
b-catenin (immunohistochemistry, d and e) were detected in consecutive sections fromAPA. Haematoxylin-eosin-safran (HES) staining shows the structure of
the adenoma within the adrenal cortex (a), delimited by a dashed line. Scale bar is 200 mm in a, b and d and 50 mm in c and e. Statistical analyses in (B)–(D)
were performed by non-parametric ANOVA (Kruskal–Wallis) followed by Dunn’s post hoc test. ∗P, 0.05; ∗∗P , 0.005; ∗∗∗P , 0.0005.
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Fig. S3A and B). As expected, this resulted in a significant
down-regulation of AXIN2 (Supplementary Material,
Fig. S3C) and LEF1 (Supplementary Material, Fig. S3D)
target gene expression. Interestingly, down-regulation of
b-catenin also resulted in a marked decrease in basal aldoster-
one output and completely abrogated response to Angiotensin
II (Fig. 3A). In order to confirm these observations, we treated
H295R cells with PKF115-584, a previously published inhibi-
tor of b-catenin transcriptional activity (27). As expected,
treatment with PKF115-584 induced a dose-dependent de-
crease in the expression of AXIN2 (Supplementary Material,
Fig. S3E) and LEF1 (Supplementary Material, Fig. S3F).
Consistent with our siRNA data, this treatment also induced
a dose-dependent decrease in basal aldosterone production
and markedly reduced Angiotensin II responsiveness at the
highest dose (Fig. 3B). We thus concluded that b-catenin
was required for basal aldosterone production and that it
was essential to mediate Angiotensin II response in H295R
cells. To identify relevant b-catenin target genes involved in
the control of aldosterone production, we analysed expression
of all the genes coding proteins involved in aldosterone syn-
thesis and of the Angiotensin II Type I receptor AT1R, by
RTqPCR (Fig. 3C). Treatment with b-catenin siRNAs
resulted in a decrease in Angiotensin II-induced mRNA accu-
mulation of CYP11B2 (Fig. 3D) and CYP21 (Fig. 3E) and in-
hibition of basal expression of AT1R (Fig. 3F). Similar results
were obtained in cells treated with PKF115-584 (Fig. 3G–I).
In contrast, b-catenin siRNAs had no significant effect on the
expression of StAR, CYP11A1, HSD3B2 and CYP11B1 (Sup-
plementary Material, Fig. S3G–J).
Figure 2.Down-regulation of SFRP2 expression is associated withWNT pathway activation and aldosteronism. (A–C) SFRP2 is down-regulated in APA. The ex-
pressionof threemembers of the secreted frizzled relatedprotein (SFRP),SFRP1,SFRP2,SFRP4was analysedbyRTqPCRonmRNAs from35APA,17NAPAand7
NA. (D) SFRP2 and CYP11B2 expression levels are inversely correlated. RTqPCR data were used to correlate SFRP2withCYP11B2 expression in a Spearman cor-
relation analysis. (E) Sfrp2 knockout is associated with increased aldosterone production. Plasma aldosterone concentrations were measured in female control (Ctrl,
Sfrp2+/+ and Sfrp2+/2) and female homozygous Sfrp2 knockout mice (Sfrp2 KO, Sfrp22/2) at 13 months. Boxplots represent the quantification of aldosterone pro-
duction in 11 female control and 13 littermate female knockoutmice. (F andG)Wnt signalling is increased in the adrenals of Sfrp2 knockoutmice.Axin2 (F) andLef1
(G) expression levelswere analysedbyRTqPCRonmRNAs fromcontrol andhomozygousSfrp2knockoutmice.Boxplots represent the relativequantificationof gene
expression in 11 female control and 13 female knockout mice. (H) Genetic ablation of Sfrp2 results in aberrant activation of b-catenin and ectopic differentiation of
zona-glomerulosa cells. Expression of Dab2 (a–c) b-catenin (d–f) and co-expression of b-catenin (red) and Cyp11b2 (green, g–i) was analysed by immunohisto-
chemistry in wild-type (Sfrp2+/+), Sfrp2 knockout (Sfrp22/2) and DCat mice (19). Insets were taken from the central adrenal regions, highlighted by dashed white
lines.White arrowheads show ectopicCyp11b2, Dab2 andb-catenin-positive cells. Dashed lines show the boundaries between cortex andmedulla. ZG, zona glomer-
ulosa;Co, cortex;M,medulla. Scale bar is 80 mm.Statistical analyses in (A)–(C)were performedby non-parametricANOVA(Kruskal–Wallis) followedbyDunn’s
post hoc test. Statistical analyses in (E)–(G) were performed byWelch’s t-test, to account for different variances between groups. Similar results were obtained by
Mann–Whitney analyses ∗P, 0.05; ∗∗P , 0.005; ∗∗∗P , 0.0005; NS, not significant.
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To further support these observations, we decided to perform
experiments in which b-catenin activity was stimulated using
BIO, a known inhibitor of GSK3b. Unfortunately, the presence
of a constitutive active allele of b-catenin prevented further ac-
tivation ofWNT signalling inH295R cells (data not shown).We
thus made use of mouse Y1 adrenocortical cells that express a
wild-type version of b-catenin but do not produce aldosterone.
As expected, treatment with BIO induced a time-dependent
increase in Axin2 transcription (Supplementary Material,
Fig. S3K andL), b-catenin accumulation (Supplementary
Material, Fig. S3M) andTOP-FLASHactivity in transient trans-
fection experiments (Supplementary Material, Fig. S3N). This
was associated with a significant increase in Cyp11b2 and Cyp21
expression after 3 and 6 h of treatment (Fig. 3J and K). Increased
expression of Cyp11b2 (Fig. 3L) and Cyp21 (Fig. 3M) was also
observed in the adrenals of 10-month-old DCat mice, our model
of constitutive b-catenin activation (19). Although we could not
detect At1r expression in Y1 cells even in the presence of BIO,
we observed overexpression of both murine isoforms of At1r
(At1a and At1b) in DCat adrenals (Fig. 3N). Altogether, these
data showed that b-catenin controlled aldosterone production by
stimulating the expression of three actors that play an essential
role in its synthesis.
b-Catenin controls CYP11B2 expression indirectly
CYP11B2 is the terminal and one of the rate-limiting enzymes for
aldosterone synthesis. b-Catenin mostly acts as a transcription
coactivator by interacting with transcription factors such as LEF/
TCF. We thus evaluated the possibility that b-catenin-controlled
CYP11B2 expression at the transcriptional level. For this, Y1
cellswere treatedwithBIOin thepresenceorabsenceofactinomy-
cin D, an inhibitor of transcription. RTqPCR analysis showed that
induction of Cyp11b2 expression by BIO was completely abro-
gated by actinomycin D, suggesting that b-catenin stimulated
the transcription of Cyp11b2 (Fig. 4A). Computer-assisted ana-
lysis of human CYP11B2 regulatory regions identified two puta-
tive LEF/TCF-binding sites at 2768/2774 and 21266/21273
(Fig. 4B; Supplementary Material, Fig. S4). To assess the role of
these putative sites inCYP11B2 promoter activity, we transfected
wild-type ormutated constructs ofCYP11B2 regulatory regions in
H295Rcells (Fig. 4B).Aspreviouslypublished (28), thewild-type
promoter drove luciferase expression in H295R cells and strongly
responded to Angiotensin II stimulation (Fig. 4C, WT). Surpris-
ingly, mutation of both putative LEF1-binding sites (Fig. 4B)
had no effect on basal promoter activity or on Angiotensin II re-
sponsiveness (Fig. 4C, Lef mut), suggesting that b-catenin was
not acting on CYP11B2 promoter regions through interaction
with LEF/TCF-binding sites. The nuclear receptors NURR1
(NR4A2) and NUR77 (NR4A1) are essential regulators of
CYP11B2 expression in the adrenal (28). We thus evaluated the
effect of the three previously published NUR-binding sites on
CYP11B2 promoter activity and on its ability to respond to
b-catenin. Treatment of H295R cells with the WNT antagonist
PKF115-584 inhibited both basal and Angiotensin II-induced
CYP11B2 promoter activity, confirming that the effect of
b-catenin on CYP11B2 expressionwas essentially transcriptional
(Fig. 4D, WT). Mutation of the three NUR-binding sites (NBRE,
Ad1, Ad5, Fig. 4B) led to decreased but still measurable levels
of promoter activity (Fig. 4D, NBRE/Ad mut). This mutation
abrogated promoter response to Angiotensin II and interestingly,
it also prevented PKF115-584-mediated repression of promoter
activity (Fig. 4D, NBRE/Ad mut). This suggested that the effect
of b-catenin on CYP11B2 regulatory regions was mediated by
nuclear receptors of the NUR family.
We initially hypothesized that b-catenin could work as a coac-
tivator of NUR transcriptional activity. However, our repeated
transfection experiments failed to provide support for such a
theory (data not shown). Therefore, we hypothesized a role of
b-catenin in controlling expression of NURs. Indeed, b-catenin
knockdown resulted in a significant decrease in NURR1
(Fig. 5A) andNUR77 (Fig. 5B) basal and Angiotensin II-induced
expressionat themRNA(Fig.5AandB)andprotein level (Fig.5A
and B; SupplementaryMaterial, Fig. S3O and P) in H295R cells.
This decreasewas alsoobserved in response toPKF115-584 treat-
ment (Supplementary Material, Fig. S3Q and R). Conversely,
expression of both nuclear receptors was significantly induced
by BIO in Y1 cells (Fig. 5C and D). In agreement with these
in vitro data, mRNAs for Nurr1 (Fig. 5E) and Nur77 (Fig. 5F)
were markedly accumulated in 10-month-old DCat adrenals.
This was further supported by increased expression of NURR1
in APA compared with NAPA (Fig. 5G). To further analyse the
mechanism involving b-catenin in NUR induction, we treated
Y1 cells with both BIO and actinomycinD. ActinomycinD abro-
gated induction ofNurr1 andNur77mRNAaccumulationbyBIO
(Fig. 5I andJ), suggesting thatb-cateninactedbystimulating tran-
scription fromNurr1 andNur77 promoters. Sequence analysis of
NURR1 regulatory regions identified two putative Lef/
Tcf-binding sites at257/261and+67/+71 thatwere conserved
in mouse and human (Supplementary Material, Fig. S5). Such
binding sites were not identified in NUR77 regulatory regions.
However, a recent publication showed thatb-catenin could stimu-
late humanNUR77 expression in vitro by associating with c-Jun/
c-Fos proteins at four AP1-binding sites (23/+4, 226/232,
2169/2175 and 2189/2195) that were conserved in mouse
and human (29) (Supplementary Material, Fig. S6). To confirm
binding of b-catenin to these regulatory regions, we performed
chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiments in H295R
cells. b-Catenin bound to both NURR1 (through LEF/TCF sites)
and NUR77 (through AP1 sites) promoters in untreated cells
(Fig. 5K and L). Consistent with our expression analysis data,
binding of b-catenin was markedly diminished after incubation
withPKF115-584 (Fig. 5KandL).To further confirmtheseobser-
vations, we performed similar ChIP experiments with whole
adrenal glands from wild-type or DCat mice that overexpress
both Nurr1 and Nur77 (Fig. 5M and N). Binding of b-catenin to
Lef/Tcf or Ap1 sites was almost undetectable in wild-type adre-
nals. However, it was markedly increased in DCat adrenals, in
whichb-cateninwas constitutively activated (Fig. 5MandN).Al-
together, these experiments showed that b-catenin could control
expression of both nuclear receptors in vitro and in vivo. It
further suggested that the effect ofb-catenin onCYP11B2 expres-
sion could be mediated by NURR1 and NUR77. To confirm this
hypothesis,NURbinding toCYP11B2 promoter regionswas ana-
lysed by in vitro and in vivo ChIP experiments. In H295R cells,
NURR1 and NUR77 bound to the proximal Ad1 and Ad5
sequences (Fig. 5O, top panel) and to a lesser extent to the distal
NBRE sequence (Fig. 5O, bottom panel). In both cases, NUR
binding was inhibited by the Wnt inhibitor PKF115-584
(Fig. 5O). Although the NUR response elements previously
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Figure 3.Wnt/b-catenin pathway controls aldosterone secretion. (A) b-Catenin knockdown decreases aldosterone secretion. Basal and Angiotensin II-induced al-
dosterone concentrations were measured on the culture medium from H295R cells that were either transfected with a control siRNA (siGFP) or transfected with a
siRNA to b-catenin (sibcat) for 5 days and treated 6 h before harvesting with or without 10 nM Angiotensin II. (B) Inhibition of the transcriptional activity of
b-catenin decreases aldosterone secretion. Aldosterone concentrations were measured in the medium of H295R cells that were pre-treated for 24 h with DMSO
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described in humanCYP11B2 regulatory regionswere not strictly
conserved in mouse Cyp11b2 regulatory regions, sequence ana-
lysis identified a putative Sf-1 response element (+156/+162,
also known to bind Nur proteins) downstream of the TSS
(transcription start site) and two potential nuclear receptor-
binding sites (2174/2150, 2233/2247) upstream of the TSS
(Supplementary Material, Fig. S4). In vivo ChIP experiments
showed mild binding of both Nurr1 and Nur77 to the proximal
Figure 4. b-Catenin regulates transcription of CYP11B2 independently of LEF/TCF-binding sites. (A) Wnt/b-catenin activation induces transcription of Cyp11b2.
Cyp11b2 expression was analysed by RTqPCR on mRNAs from Y1 cells stimulated by DMSO (control group) or 500 nM BIO alone or in combination with 100 nM
actinomycin D (transcription inhibitor) for 6 h before harvesting. (B) Schematic representation of humanCYP11B2 promoter.WT plasmid encompasses 1521 bp of
wild-type human CYP11B2 promoter regions upstream of the luciferase reporter gene (WT). In Lef Mut plasmid two putative LEF/TCF sites (2768/2774,
21266/21273) predicted by in silico analysis were mutated. In the NBRE/Ad mut plasmid, one NBRE (2764/2770) and two Ad sites (268/275,
2117/2123) that were previously shown to bind NGF1B nuclear receptors were mutated. (C) Mutagenesis of LEF/TCF sites does not alter CYP11B2 basal and
Angiotensin II-stimulated promoter activity. H295R cells were transfected for 24 h with WT or Lef mut plasmid and stimulated for 6 h with 10 nM Angiotensin II
before relative luciferase activity (RLU)wasquantified inproteinextracts.Bars represent themean relativequantificationof at least 3 individual experiments+ stand-
ard deviation. (D) Mutagenesis of NBRE and Ad sites abolishesCYP11B2 induction by Angiotensin II and prevents repression by PKF-115-584. Relative luciferase
activity (RLU)wasmeasured inH295Rcells transfectedwithWTorNBRE/Admutplasmids for 16 h.Theywere thenpre-treated for 24 hwithDMSO(control group)
or 1.0 mM PKF115-584 and treated for 6 h with either 1.0 mM PKF115-584 or 10 nM Angiotensin II alone or a combination of both. Bars in (A) represent the mean
relative quantification of at least four individual experiments performed in triplicate+ standard deviation. Bars in (C) and (D) represent the mean RLU value of
at least three individual experiments performed in triplicate+ standard deviation. Statistical analyses were performed by one-way ANOVA, followed by Tukey’s
post hoc test. ∗P, 0.05; NS, not significant.
(control group), 0.5 or 1.0 mMPKF115-584 (Wnt/b-catenin inhibitor) followedbyAngiotensin II stimulation alone or in combinationwith PKF115-584 for 6 h before
harvesting. (C) Schematic representation of aldosterone biosynthesis pathway. AT1R, Angiotensin II Type 1 Receptor; StAR, steroidogenic acute regulatory;
CYP11A1, cytochrome P450 cholesterol side chain cleavage; HSD3B2, 3b-hydroxysteroid dehydrogenase type 2; CYP21, cytochrome P450 21-hydroxylase;
CYP11B1, cytochrome P450 11b-hydroxylase; CYP11B2, cytochrome P450 aldosterone synthase. (D–F) b-Catenin knockdown decreases basal AT1R expression
andAngiotensin II-inducedCYP11B2andCYP21expression.AT1R,CYP21 andCYP11B2expression levelswere analysedbyRTqPCRonmRNAs fromH295Rcells
transfected with a control siRNA (siGFP) or a siRNA to b-catenin (sibcat) in basal condition or after 6 h 10 nM Angiotensin II treatment. (G–I) Inhibition of the
transcriptional activity of b-catenin down-regulates CYP11B2, CYP21 and AT1R expression. AT1R, CYP21 and CYP11B2 expression levels were analysed by
RTqPCRonmRNA fromH295Rcells thatwere pre-treated for 24 hwithDMSO (control group), 0.5 or 1.0 mMPKF115-584 followed by 10 nMAngiotensin II stimu-
lation alone or in combination with PKF115-584 for 6 h, before harvesting. (J and K) Cyp11b2 and Cyp21 are up-regulated by activation of the Wnt/b-catenin
pathway. Cyp11b2 and Cyp21 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs from the mouse Y1 adrenocortical cells that were induced with DMSO
(control group)or 500 nMofBIO, an activator ofWnt/b-catenin signalling for 3 or 6 h. (L–N)Cyp11b2,Cyp21 andAt1r expression levels are increased in the adrenals
of mice with constitutive b-catenin activation. Expression of Cyp11b2, Cyp21 and the twomouse At1r genes (At1a and At1b) was analysed by RTqPCR on mRNAs
extracted from10-month-old wild-type (n ¼ 6) andDCat (n ¼ 6)mice. Bars in (A) and (B) represent themean aldosterone concentration in culturemedium (normal-
ized to protein content) fromat least four individual experiments performed in triplicate+ standard deviation.Bars in (D)–(K) represent themean quantification of at
least four individual experiments performed in triplicate+ standard deviation. Bars in (L)–(N) represent the mean relative quantification (n ¼ 6)+ standard devi-
ation. Statistical analyses in (A)–(K) were performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. Statistical analyses in (L)–(N) were conducted by
Student’s t-test. ∗P , 0.05; ∗∗P , 0.005; NS, not significant.
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Figure 5.b-Catenin controlsCYP11B2 transcription through stimulation ofNGFIB nuclear receptors expression (A andB) b-catenin knockdown decreasesNURR1
andNUR77 expression.NURR1 andNUR77 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs and by western blot on proteins extracts (bottom panels) from
H295R transfected for 5 days with control siRNA (siGFP) or a siRNA to b-catenin (sibcat) and treated for 6 h with 10 nM Angiotensin II. (C andD) Wnt/b-catenin
activation inducesNurr1 andNur77 expression.Nurr1 andNur77 expression levelswere analysed byRTqPCRonmRNAfromY1cells thatwere treatedwithDMSO
(control group) or 500 nMofBIO for 3 or 6 h. (E andF)Nurr1 andNur77 expression levels are increased in the adrenals ofmicewith constitutiveb-catenin activation.
Expression of Nurr1 and Nur77 was analysed by RTqPCR on mRNAs extracted from 10-month-old wild-type (n ¼ 6) and DCat (n ¼ 6) mice. (G andH) NURR1
expression is up-regulated in APA. NURR1 and NUR77 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs from 35 APA and 17 NAPA. (I and J)
b-Catenin stimulates transcription of Nurr1 and Nur77. Nurr1 and Nur77 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs from Y1 cells stimulated by
DMSO (control group) or 500 nM BIO alone or in combination with 100 nM actinomycin D for 6 h. (K and L) b-Catenin binding to NURR1 and NUR77 regulatory
regions is inhibited byPKF115-584 inH295Rcells.H295Rcellswere treatedwithDMSO (control group) or 1.0 mMPKF115-584 for 30 h.After treatment, cellswere
fixed and sheared chromatinwas immunoprecipitatedwith 5 mg of a control immunoglobulin (Ig) or 5 mg of an antibody tob-catenin (b). PCRswere performedwith
primers (arrows)flanking twoconservedputativeLEF/TCF-binding sites inNURR1 regulatory regions (K)and fourpreviouslydescribedAP1-binding sites inNUR77
promoter (L). Boxed lanes represent control immunoprecipitation experiments performed with b-catenin antibody and primers located in the coding sequences of
NURR1 and NUR77. (M and N) b-Catenin binding to Nurr1 and Nur77 regulatory regions is increased in adrenals from DCat mice. Adrenals from six wild-type
and six DCat mice were fixed and the sheared chromatin was immunoprecipitated with control (Ig) or b-catenin (b) antibodies. PCRs were performed with
primers flanking two conserved putative Lef/Tcf-binding sites in Nurr1 regulatory regions (M) and four conserved Ap1-binding sites in Nur77 promoter (N).
Boxed lanes represent control immunoprecipitation experiments performed with b-catenin antibody and primers located in the coding sequences of Nurr1 and
Nur77. Positions in the four cartoons are relative to the transcription start site. (O) NURR1 and NUR77 binding to CYP11B2 regulatory regions are inhibited by
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Sf-1 response element region in wild-type adrenals extracts
(Fig. 5P, top panel). It also showed binding of Nur77 and to a
lesser extent of Nurr1 to the distal sites (Fig. 5P, bottom panel).
Binding of Nurr1 to the proximal Sf-1 response region was
increased in DCat adrenals (Fig. 5P). There was also a mild in-
crease in Nurr1 binding to the distal element, whereas Nur77
binding was not altered in DCat adrenals (Fig. 5P). Collectively,
these data strongly suggested that b-catenin controlled
CYP11B2 expression indirectly, through stimulation of NURR1
and NUR77 transcription.
Control of CYP21 and AT1R expression involves direct and
indirect mechanisms
We then addressed the mechanisms of CYP21 regulation. As for
Cyp11b2, induction by BIO in Y1 cells was abrogated by incuba-
tionwith actinomycinD, suggesting that the effect ofb-catenin on
Cyp21 expression was transcriptional (Fig. 6A). Computer-
assisted promoter analysis identified one putative LEF/
TCF-binding site (282/286) and twoputativeNURresponseele-
ments (2130/2135, 262/267) upstream of the TSS in both
human and mouse CYP21 (Supplementary Material, Fig. S7).
ChIP analysis in H295R cells showed binding of both b-catenin
(Fig. 6B, top panel) and NURR1/NUR77 (Fig. 6B, bottom
panel) to thispromoter region.Bindingof these three transcription-
al activators was disrupted by PKF115-584 (Fig. 6B). This sug-
gested that b-catenin could control expression of CYP21 both
directly (by interacting with LEF/TCF factors) and indirectly
by stimulating NUR expression. Sequence analysis of mouse
Cyp21 regulatory regions identified four non-conserved distal
(2629/2632, 2623/2627, 2608/2612, 2370/2374) and
three proximal putative Lef/Tcf-binding sites (2142/2146,
253/257, 234/230) as well as one putative Sf-1
(2280/2285) and four putative proximal Nur-binding sites
(2189/2194, 2122/2127, 249/255, 24/28) (Supplemen-
tary Material, Fig. S7). In wild-type mice, b-catenin binding was
almost undetectable, whereas Nurr1 and Nur77 bound to the
distal (Fig. 6C, top panel) and to a lesser extent to the proximal
regions (Fig. 6C, bottom panel). Binding of b-catenin and Nurr1
to the distal and proximal regions was markedly increased in
DCat mice compared with wild-type mice (Fig. 6C). Altogether,
these experiments suggested thatCYP21was both a direct and in-
direct target of b-catenin in human adrenocortical cells and in
mouse adrenals in vivo.
We finally addressed the regulation of AT1R expression by
b-catenin. In silico analysis of AT1R regulatory regions showed
one putative LEF/TCF-binding site on human AT1R promoter.
This site was conserved in mouse At1a regulatory regions (Sup-
plementary Material, Fig. S8), but not in mouse At1b promoter,
which harbored one putative Ap1-binding site (Supplementary
Material, Fig. S9). ChIP analysis showed binding of b-catenin
in a region surrounding the putative LEF-binding site
(2502/2505) on human AT1R promoter in H295R cells. As
expected, binding was markedly diminished by PKF115-584
treatment (Fig. 6D). In mouse adrenals, ChIP analysis showed
binding of b-catenin to the regions surrounding the putative
Lef- and Ap1-binding sites on At1a and At1b promoters, respect-
ively (Fig. 6E). This was markedly increased in DCat, compared
with wild-type adrenals (Fig. 6E). This strongly suggested that
b-catenin could directly control expression of AT1R and At1a/
At1b in human and mouse adrenocortical cells, respectively.
DISCUSSION
Our study provides strong immunohistochemical andmolecular
evidence that WNT/b-catenin signalling is aberrantly activated
in 70% of APA in a series of 47 patients, which is the most fre-
quent molecular alteration reported in APA, to our knowledge.
The observation that mice with adrenal-specific constitutive ac-
tivation ofb-catenin displayed increasedaldosteroneproduction
suggested that aberrant WNT signalling may be driving the de-
velopment of APA (19). Here, using a combination of in vitro
and in vivo experiments, we show that b-catenin is essential
for both basal and Angiotensin II-induced aldosterone produc-
tion. We further show that this function of b-catenin relies on
its transcriptional activity, which stimulates expression of
three major actors of aldosterone synthesis, i.e. AT1R, CYP21
and CYP11B2, through direct and indirect mechanisms involv-
ing NURR1 and NUR77 (Fig. 7). Finally, we show that there
is no obvious association betweenKCNJ5mutations and activa-
tion ofWNT signalling, suggesting that the two pathways act in-
dependently in APA and may promote formation of different
types of tumours.Altogether, these data strongly suggest that ab-
normal WNT pathway activation is closely associated with the
development of PA in patients.
In the adrenal gland, constitutive WNT/b-catenin signalling
has already been involved in the development of NAPA, micro-
and macronodular hyperplasia and adrenocortical carcinomas
(reviewed in 20). In most cases, increased activation, as assessed
by immunohistochemistry or gene expression array analysis, was
correlated with more aggressive disease (30–33). That WNT/
b-catenin signalling plays a central role in the establishment of
PKF115-584. H295R cells were treated as described above and sheared chromatin was immunoprecipitated with 5 mg of a control Ig, 5 mg of an antibody to NURR1
(1) or 5 mg of an antibody to NUR77 (77). PCRs were performed with one set of downstream primers flanking Ad1 and Ad5 sequences (top panel) and one set of
upstream primers flanking the NBRE sequence (bottom panel). Boxed lane represents a control immunoprecipitation experiment performed with NURR1 antibody
and primers located in the coding sequence ofCYP11B2. (P) Nurr1 binding to mouseCyp11b2 regulatory regions is increased in adrenals fromDCat mice. Adrenals
from sixwild-type and 6DCatmicewere fixed and the sheared chromatinwas immunoprecipitatedwith 5 mg of a control immunoglobulin (Ig), 5 mg of an antibody to
Nurr1 (1)or5 mgof an antibody toNur77 (77).PCRswereperformedwithone setofdownstreamprimersflankingaputativeSf-1-binding site (toppanel) andoneset of
upstream primers flanking putative Sf-1 and nuclear receptors binding sites (NRBS, bottom panel). Boxed lane represents a control immunoprecipitation experiment
performedwith NURR1 antibody and primers located in the coding sequence ofCyp11b2. Positions in the two cartoons are relative to the transcription start site. All
ChIP experiments were repeated at least three times. ‘In’ refers to 10% of the amount of chromatin that was loaded in each immunoprecipitation and serves as a ref-
erence (10%input).Bars in (A)–(D) and (I) and (J) represent themean relativequantification of at least four individual experiments performed in triplicate+ standard
deviation.Bars in (E) and (F) represent themean relativequantification (n ¼ 6)+ standarddeviation.Statistical analyses in (A)–(D)and (I) and (J)wereperformedby
one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. Statistical analyses in (E) and (F) were conducted by Student’s t-test. Statistical analyses in (G) and (H) were
conducted by Welch’s t-test to account for different variances. ∗P , 0.05; ∗∗P , 0.005; ∗∗∗P , 0.0005; NS, not significant.
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APA, in essence a benign adrenal tumour thus seems puzzling.
However, one essential aspect ofWNT signalling is its high sen-
sitivity to dosage, which is essential for A–P axis and organ pat-
terning. This is also reflected in different dosage requirements
for tumourigenesis in transgenic mouse models (34–38). In
our previously published mouse model of constitutive
b-catenin activation (19), although a good number of cells
with accumulation of b-catenin displayed Cyp11b2 expression,
cellswith highest levels of accumulationwere rather undifferen-
tiated Fig. 5 in reference 19. Furthermore, the most aggressive
tumours in DCat mice did not overproduce aldosterone (19)
(SupplementaryMaterial, Fig. S4 in reference 19). This suggests
that levels ofWNT dosagemay also play a central role in the de-
velopment of specific types of tumourswithin the adrenal cortex.
The mechanisms involved in WNT pathway activation in
non-aldosterone secreting adrenal tumours are not completely
understood. However, 36% of adrenocortical adenomas
(usually the largest ones) and 16% of carcinomas (usually
the most aggressive ones) display activating mutations of the
CTNNB1 gene (30,31,32). In contrast, our analysis of
CTNNB1 gene sequence failed to identify any activating muta-
tions in APA, which was in line with previously published data
(21). It is therefore possible that the levels of WNT pathway
activation achieved in APA differ quite significantly from
the levels found in other adrenal tumours. Here, using tran-
scriptome and RTqPCR analyses, we show down-regulation
of the secreted WNT inhibitor SFRP2 (39), which is signifi-
cantly inversely correlated with AXIN2 and CYP11B2 expres-
sion. We also demonstrate for the first time that Sfrp2
knockout mice have significantly increased plasma aldosterone
levels that are significantly correlated with increased Axin2 ex-
pression, abnormal b-catenin accumulation and marked
adrenal dysplasia. Although it is quite likely that other
factors play a role in WNT pathway activation in APA, our
data strongly suggest that decreased SFRP2 expression contri-
butes to the establishment of a particular dosage of WNT sig-
nalling, which is associated with the development of APA. In
light of these observations, it will be interesting to evaluate ex-
pression of WNT pathway regulators in other types of adrenal
tumours, in correlation with WNT signalling activity.
Figure 6.b-Catenin stimulatesCYP21 andAT1R expression. (A)b-Catenin induces transcription ofCyp21. Cyp21 expressionwas analysed by RTqPCRonmRNAs
fromY1 cells stimulated byDMSO (control group) or 500 nMBIO alone or in combinationwith 100 nM actinomycinD for 6 h. Bars represent themean relative quan-
tification of at least four individual experiments performed in triplicate+ standard deviation. (B) b-Catenin and NURs binding to CYP21 promoter is inhibited by
PKF115-584. H295R cells were treated as described in Figure 5 and sheared chromatin was immunoprecipitated with 5 mg of a control immunoglobulin (Ig),
5 mg of an antibody to b-catenin (b, top panel), 5 mg of an antibody to NURR1 (1, bottom panel) or 5 mg of an antibody to NUR77 (77, bottom panel). PCRs
wereperformedwith primersflankingoneputativeLEF/TCF-binding site andoneNBRE.Boxed lanes represent control immunoprecipitation experiments performed
withb-catenin andNURR1 antibodies and primers located in the coding sequence ofCYP21. (C)b-Catenin andNurr1 binding tomouseCyp21 promoter is increased
inDCatadrenals.Adrenals fromsixwild-typeand sixDCatmicewerefixedand the shearedchromatinwas immunoprecipitatedwith5 mgof acontrol immunoglobulin
(Ig), 5 mgof an antibody tob-catenin (b), 5 mgof an antibody toNurr1 (1) or 5 mgof an antibody toNur77 (77). PCRswereperformedwithone set of upstreamprimers
flankingacombinationofputativeLef/Tcf,NbreandSf-1-binding sites (toppanel) andoneset ofdownstreamprimersflankingputativeLef/Tcf andNbre-bindingsites
(bottom panel). Boxed lanes represent control immunoprecipitation experiments performedwithb-catenin andNURR1 antibodies and primers located in the coding
sequence of Cyp21. (D) b-Catenin binding to AT1R promoter is inhibited by PKF115-584. H295R cells were treated as described above and sheared chromatin was
immunoprecipitated with 5 mg of a control immunoglobulin (Ig) or 5 mg of an antibody to b-catenin (b). PCRs were performed with primers flanking one putative
LEF/TCF-binding site. Boxed lane represents a control immunoprecipitation experiment performed with b-catenin antibody and primers located in the coding se-
quence of AT1R. (E) b-Catenin binding to At1a and At1b promoters is increased in DCat adrenals. Adrenals from six wild-type and six DCat mice were fixed and
the sheared chromatin was immunoprecipitated with 5 mg of a control immunoglobulin (Ig), or 5 mg of an antibody to b-catenin. PCRs were performed with one
set of primers flanking a putative Lef1-binding site in At1a promoter (left panel) and one set of primers flanking one putative Ap1 site in At1b promoter (right
panel). Positions in the three cartoons are relative to the transcription start site. Boxed lanes represent control immunoprecipitation experiments performed with
b-catenin antibodies and primers located in the coding sequences of At1a and At1b. All ChIP experiments were repeated at least three times. ‘In’ refers to 10% of
the amount of chromatin that was loaded in each immunoprecipitation and serves as a reference (10% input). Statistical analysis in (A) was performed by
one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. ∗P , 0.05; NS, not significant.
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SFRP2 expression is decreased in a number of tumour types
where it correlates with increased WNT signalling. In most
tumours, down-regulation of SFRP2 expression is the result of
increased promoter DNA methylation (23,40,41). Although we
cannot rule out increased methylation in a subset of cells
within APA tissues, our global methylation analyses using pyr-
osequencing do not show an overall increase in the methylation
status of SFRP2 regulatory regions (Supplementary Material,
Fig. S10). This suggests involvement of some other molecular
mechanisms. Interestingly, micro-RNAs miR-218 (42),
miR-29 (43), miR-410, miR-433 (44) and miR-224 (45) have
been proposed as regulators of SFRP2 expression andWNT sig-
nalling. It is therefore tempting to speculate that overexpression
of some of these micro-RNAs could account for decreased
SFRP2 expression in APA.
Our observations raise the question of the role ofWNT signal-
ling in zona-glomerulosa physiology. Active b-catenin, identi-
fied by nucleo-cytoplasmic staining in immunohistochemistry
is found mostly restricted to the adrenal zona glomerulosa in
wild-type mice (19,46) and in healthy subjects (21), which sug-
gests that WNT pathway is normally activated in this specific
zone. Unfortunately, mice with Sf-1:Cre-mediated ablation of
Figure 7. Synthetic representation of the main findings of this study. In a healthy adrenal (top panel), WNT signalling is maintained at a basal level by the action of
SFRP2 (andpresumably other actors ofWNTsignalling).Aldosterone secretion is stimulated byAngiotensin II through a cascade involvingbindingofAngiotensin II
to its receptorAT1R,which stimulatesNURR1 andNUR77 (NURs) expression. These in turn control the expression ofCYP21 andCYP11B2, two enzymes essential
for aldosterone production.Whetherb-catenin plays a role in the control of aldosteroneproduction in a healthy adrenal is unknown. In aldosterone-producing tumours
(bottompanel), down-regulation of SFRP2 (or other regulators) results in deregulatedWNT/b-catenin activation (70%ofAPA).b-Catenin is constitutively bound to
thepromotersofAT1R,NURR1andNUR77.This results in increasedexpressionof thesegenes,which in turn stimulates expressionofCYP21andCYP11B2, leading to
increased production of aldosterone.
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b-catenin exhibit adrenal aplasia in late development,whichpre-
cludes analysis of postnatal adrenal function (46). Interestingly,
however,Wnt4 knockoutmice have impaired zona-glomerulosa
differentiation and lower plasma aldosterone concentration at
birth. This effect is zone specific asCyp21a1 expression and cor-
ticosterone levels are not altered (47). Conversely, overexpres-
sion of WNT4 in human adrenocortical cell lines increases
CYP11B2 expression and aldosterone production (48). This
strongly suggests that WNT4 may be essential to establish a
normal pattern of b-catenin activation in adrenal zona glomeru-
losa.On the basis of our data,we can speculate that this pattern of
activation could be involved in the establishment of zona-
glomerulosa identity through stimulation of AT1R and
CYP11B2 expression. Interestingly, our experiments show that
b-catenin knockdown not only decreases aldosterone produc-
tionbut also robustly stimulatesCYP17expression (Supplemen-
tary Material, Fig. S11A) and DHEA (Supplementary Material,
Fig. S11B) production at the expense of cortisol (Supplementary
Material, Fig. S11C) in H295R cells. Although cell culture
experiments are to be considered with caution, this suggests
that alterations in WNT signalling pathway activity and
b-catenin dosage can result in a switch from one hormonal pro-
duction phenotype to another. It is therefore tempting to specu-
late that localized WNT signalling pathway activation plays an
essential role in the establishment of functional adrenal zonation
through both promotion of zona glomerulosa and inhibition of
zona fasciculata/reticularis differentiation. Future experiments
aiming at inactivating Ctnnb1 specifically in zona-glomerulosa
or fasciculata cells should clarify these hypotheses.
b-Catenin is involved in the control of steroidogenesis in the
ovary, where its activity relies on physical and functional inter-
actions with the nuclear receptor SF-1 on StAR and CYP19A1
promoter (49–53). In contrast, we have shown that b-catenin
controls adrenal expression of CYP21 and CYP11B2 through a
novel molecular mechanism involving stimulation of the tran-
scription of the NGFIB family nuclear receptors, NURR1 and
NUR77. NUR77 was previously identified as a target gene of
b-catenin in colon cancer lines (29). Here, we extend these find-
ings to the adrenal cortex in vitro and in vivo. We also show that
NURR1, anothermember of theNGFIB family of nuclear recep-
tors, is a transcriptional target for b-catenin. Interestingly, both
NUR77 and NURR1 have been shown to inhibit the activity of
b-catenin either by inducing its degradation (54) or by decreas-
ing its activity as a transcriptional coactivator (55). These obser-
vations are suggestive of a regulation loop in which b-catenin
induces NGFIB family members expression which in turn nega-
tively feedback on the transcriptional activity of b-catenin. Our
mechanistic findings are thus likely to extend to a number of
tissues such as the pancreas, lung or cervix in which both
b-catenin and NGFIB nuclear receptors have been involved in
tumourigenesis (56–58).
Treatment of a majority of PA cases relies on mineralocortic-
oid-receptor antagonists. However, most of the time, these
inhibitors do not achieve normalization of blood pressure and
are associated with endocrine side effects, which decrease
patients’ compliance with treatment (4–6). We have conducted
a pilot study in which DCat mice were fed a control or 0.2%
quercetin-enriched diet (Supplementary Material, Fig. S12).
After 90 days on the specific diets, mice receiving quercetin
showed a significant and specific decrease in aldosterone
production (Supplementary Material, Fig. S12A and B), which
was correlated with decreased Wnt pathway activity (Supple-
mentary Material, Fig. S12C). Quercetin is the most abundant
dietary flavonoid endowed with the capacity to inhibit multiple
intracellular signalling pathways, amongst which b-catenin
interactionwithLEF/TCF (59,60). Interestingly, increasedquer-
cetin consumption is associated with a decrease in blood pres-
sure in animal models (61) and in hypertensive patients (62).
Although multiple molecular mechanisms have been proposed
to account for these activities (62), on the basis of our data, we
propose that some of the hypotensive effects of quercetin may
bemediated by inhibition ofWNTsignalling and aldosterone se-
cretion in the adrenal cortex.Thebroad spectrumofquercetin ac-
tivities is probably incompatible with clinical use as an inhibitor
of WNT signalling. However, small molecule drugs targeting
b-catenin are emerging in Phase I and II clinical trials (63).
Their therapeutic potential for the treatment of PA remains to
be evaluated.
In conclusion, our data provide novel molecular insights that
account for a large number of APA in patients. They show that
aberrantWNTpathway activation plays a central role in the aeti-
ology of this disease and suggest that it may be a relevant
pharmacological target to allow normalization of aldosterone
production in patients with APA.
MATERIALS ANDMETHODS
Ethics statement
Studies on patients’ samples were conducted in agreement with
the principles of the declaration of Helsinki and were approved
by CPP (Comite´ de Protection des Personnes) Ile de France II.
All participants gave informed consent for the study. All
animal studies were approved by Auvergne Ethics committee
and were conducted in agreement with international standards
for animal welfare (protocols CE 76-12 and CE 77-12).
Patients
We obtained formalin-fixed and paraffin-embedded adrenals
through theCOrtico- etMEdullo-surre´nale Tumeurs Endocrines
(COMETE) network from 31 patients and 17 patients who had
undergone surgery for APA at Hoˆpital Europe´en Georges Pom-
pidou and Cochin Hospital, respectively (Plan Hospitalier de
Recherche Clinique Grant AOM06179 to the COMETE-INCa
network). The clinical and biological characteristics of the
patients are summarized in Supplementary Material,
Table S1A. Methods for screening and criteria for diagnosing
PA and APA were in accordance with institutional guidelines.
For controls, we selected 17 secreting NAPA, which were diag-
nosed in the Endocrinology Department of Cochin Hospital.
These did not have nucleocytoplasmic accumulation of
b-catenin, which was considered as the criteria for absence of
constitutive Wnt pathway activation. Our retrospective tran-
scriptome analyses were performed with the datasets from six
APA and four control adrenals of the Cochin/COMETE series
that were previously analysed on cDNA microarrays (22).
These analyses were carried out using ‘R’ (http://www.r-p
roject.org/). The LIMMA test was used for group comparisons
(LIMMA R package) and P values were adjusted using the
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Benjamini–Hochberg correction method. All data are available
on ArrayExpress web site (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress,




A2, CIT-HS-ACT-EC-NA3, CIT-HS-ACT-EC-NA4). RTq
PCR analyses were performed on the same 6 APA and 11
NAPA as well as on 29 additional APA from the HEGP/
COMETE series and 6 NAPA from the Cochin/COMETE
series (see Supplementary Material, Table S1B). Seven NA
were obtained from radical nephrectomies (Cochin/COMETE
and Rouen/COMETE). All patients gave written informed
consent to participate to the study.
Immunohistochemistry
Immunohistochemistry for b-catenin, Dab2 and Cyp11b2 was
performed on tissues embedded in paraffin as previously
described (19,26,64). For patients’ samples, the entirety of
b-catenin-stained sections was examined. Immunohistochem-
ical labelling was evaluated by a trained pathologist for the pres-
ence of membrane, cytoplasmic and nuclear staining by a
qualitative assessment. The intensity of staining was not
scored. Images were acquired with a Zeiss Axioplan 2 micro-
scope andAxiocamHRcamera. Theywereminimally processed
for global levels and white balance using Adobe Photoshopw.
In situ hybridization
In situ hybridization analyses for human CYP11B2 detection
were conducted as previously described (21).
Patients’ DNA sequencing
For identification of KCNJ5 mutations, the DNA coding for
amino acids 122–199was sequenced as described in (17).Muta-
tions in the third and fifth exons ofCTNNB1 gene were analysed
as described in (21).
Genomic DNA methylation analysis
Methylation analyses were conducted on genomic DNA from 4
NA, 15 NAPA devoid of b-catenin activation and 11 APA (see
Supplementary Material, Table S1B). Genomic DNA was
extracted from tumour samples using standard procedures and
500 ngof sampleDNAwerebisulfite treatedbyEpigenDx (Hop-
kinton, MA, USA) using a proprietary bisulphite salt solution.
Briefly, DNA was diluted to 45 and 5 ml of 3 N NaOH were
added, followed by a 30-min incubation at 428C to denature
the DNA. One hundred microliters of bisulfite salt solution
were added to theDNAand incubated for 14 h at 508C.Bisulfite-
treated DNA was purified using Zymogen DNA columns and
was eluted 20 ml of TE, pH 8.0. One microliter of the converted
DNAwas used for each PCR reaction. The PCR was performed
with 0.2 mM of each primer. One of the PCR primers was bioti-
nylated to purify the final PCR product using Sepharose beads.
The PCR product was bound to Streptavidin Sepharose HP
(GEHealthcare), and the Sepharose beads containing the immo-
bilized PCR product were purified, washed and denatured using
a 0.2-MNaOH solution. Theywere the washed using the Pyrose-
quencing Vacuum Prep Tool (Pyrosequencing, Qiagen) as
recommended by the manufacturer. Then 0.2 mM pyrosequen-
cing primer was annealed to the purified single-stranded PCR
product. Ten microliters of the PCR products were sequenced
by Pyrosequencing PSQ96 HS System (Biotage AB) following
the manufacturer’s instructions (Pyrosequencing, Qiagen). The
methylation status of each locus was analysed individually as a
T/C SNP using QCpG software (Pyrosequencing, Qiagen).
The percentage of methylation at each CpG site was compared
between normal adrenal,NAPAandAPAusingAnova followed
by Tukey’s post hoc test.
Mice
All animal studies were approved by Auvergne Ethics committee
and were conducted in agreement with international standards for




previously characterized (19). Female Sfrp2 knockout mice were
fed a standard diet (SAFE, U8958v106). Blood was collected by
retro-orbital puncture in 2 ml EDTA at different time points and
used for plasma aldosterone concentration measurement. Individ-
ual increases inplasmaaldosteronewere foundasearlyas7months
butwere only significant in the knockout group at 13months.After
the experiment, mice were euthanized by decapitation and blood
was collected on vacuum blood collection tubes (VF-053STK,
Terumo). Adrenals were either frozen in liquid nitrogen or
fixed in 4% PFA. Ten-month-old female DCat mice were fed
with either a standard control diet (Safe, A03) or a 0.2%
quercetin-enriched diet (based on Safe A03) for 3 months.
Blood and tissues were collected and processed as described
above. Littermate control animals were used in all experiments.
Cell culture
Human adrenocortical cancer H295R cell line was grown as pre-
viously described with DMEM/Ham’s F12 supplemented with
10% fetal bovine serum (S1800-500,Biowest), 2 mML-glutamine
(25030, Gibco), 50 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin and
1× insulin transferrin selenium (41400-045,Gibco).Mouse adre-
nocortical tumour Y1 cell line was grown with DMEM/Ham’s
F12 supplemented with 10% fetal bovine serum (S1800-500,
Biowest), 2 mM L-glutamine (25030, Gibco), 50 U/ml penicillin
and 100 mg/ml streptomycin.
Statistical analyses
StatisticalanalysisofRTqPCR,western-blotand transfectiondata
was performed with GraphPad Prism5 software. When t-test was
applied, variance was always evaluated. In case of unequal var-
iances, Welch’s t-test was performed. In all boxplot and scatter
plot representations whiskers show the minimum and maximum
values for each population. For methylation analyses, outliers
are represented as dots detached from the boxplots.




tut Cochin). Reporter plasmids hCYP11B2 (pB2-1521) WT
and NBRE/Ad5/Ad1M were kindly provided by William
E. Rainey (Department of Physiology, Medical college of
Georgia, Augusta, GA,USA) (28). For the LEF/TCFmutant con-
struct, the two LEF/TCF sequences 5′-CTTTGCTG-3′
(21266/21273) and 5′-CTTTGAAAAGG-3′ (2768/2774)
were changed to 5′-agggtcgG-3′ and 5′-agggtccAAGG-3′, re-
spectively, using the QuickChange II kit (Stratagene). All bases
were numbered relative to hCYP11B2 transcriptional start site.
Cell transfections and treatment
H295R cells were seeded at a density of 8 × 105 cells per well in
6-well plate. The day after seeding, 1 mg of reporter plasmid
DNA was transiently transfected using Transfast reagent
(Promega) according to manufacturer’s instructions. Following
transfection, cells were incubated with 2 ml minimum medium
for 16 h (DMEM/F12 medium containing L-glutamine and anti-
biotic). Where indicated, cells were pre-treated for 24-h with
1.0 mM PKF115-584 (WNT/b-catenin inhibitor, El-198-0100,
Enzo Life Sciences), followed by 10 nM of Angiotensin II
(A9525, Sigma-Aldrich) alone or in combination with
PKF115-584 for 6 h. Control cells were treated with DMSO,
which was used as the vehicle for PKF115-584. Cells were
then lysed in reporter lysis buffer (E3971, Promega) and
assayed for luciferase activity with the GenofaxA luciferase
assay system (Yelen). All experiments were performed in tripli-
cate and repeated at least thrice.
To evaluate the effect ofWnt pathway inhibition,H295Rcells
were seeded in 6-well plate at a density of 8 × 105 cells per well
plate and cultured in minimum medium overnight before pre-
treatment for 24-h with 0.5 or 1.0 mM PKF115-584 or DMSO
(control group). After this, the cells were treated with 10 nM of
Angiotensin II aloneor in combinationwithPKF115-584 for6 h.
For knockdown experiments, siRNA sequences targeting
b-catenin 5′-AGCUGAUAUUGAUGGACAG-3′ and GFP
5′-ACUACCAGCAGAACACCCCUU-3′ were used. H295R
cells were seeded in 6-well plate at a density of 4 × 105 and
siRNAswere transfected twice at 24 h intervals, usingEffectene
reagent (Qiagen) according to manufacturer’s protocol. Five
days after the first transfection, cells were deprived of serum
overnight and were induced for 6 h with 10 nM Angiotensin II.
For induction of Wnt pathway activity, Y1 cells were seeded
in 6-well plate at a density of 3 × 105 cells per well and cultured
in minimum medium overnight, before treatment with 500 nM
BIO (B1686, Sigma) or DMSO (control group) in the presence
or absence of 100 nM actinomycin D for the indicated amount
of time. For TOP/FOP-FLASH assays, 3 × 105 Y1 cells were
transfected with 1 mg of each plasmid using Metafectene
(Biontex) in complete medium for 6–7 h. They were then cul-
tured in minimum medium overnight and treated with DMSO
or BIO as described above, for 6 h.
Reverse-transcription quantitative PCR
Cells were harvested in lysis buffer and total mRNAs were
extracted using RNAII nucleotide extraction kit (Macherey
Nagel) according to manufacturer’s instructions. One micro-
gram of mRNA was reverse transcribed for 1 h at 428C with
5 pmol of random hexamers primers, 200 units reverse tran-
scriptase (M-MLV RT, M1701, Promega), 2 mM dNTPs and
20 units RNAsin (N2615, Promega). One microliter of a one-
tenth dilution of cDNA was used in each quantitative PCR.
This was conducted with Taqmanw probes of the Gene Expres-
sion Assay pool (Applied Biosystems, see below) or MESA
GREEN Mastermix Plus (RT-SY2X-06+WOUFL, Eurogene-
tec). Primers and probes are listed in Supplementary Material,
Tables S2 and S3.
Western blot
Thirtymicrograms of total proteinswere loaded on a 10%SDS–
PAGE gel, transferred onto nitrocellulose and detected with an
antibody to b-catenin 1/1000 (610153, BD Biosciences Phar-
mingen), NURR1 1/500 (sc-991, Santa Cruz) and NUR77 1/
1000 (sc-990, SantaCruz). Expression of these proteinswas nor-
malized to expression of b-actin (A2066, Sigma) and signals
were quantified with a DNR MF ChemiBis 3.2 camera and
Multi Gauge software suite (Fujifilm).
Chromatin immunoprecipitation
H295R cells were seeded at a density of 5 × 106 per 10 cm dish
and treated with 1.0 mM PKF115-584 for 30 h. Following treat-
ment, they were fixed by addition of 1% formaldehyde to the
culture medium for 10 min. Fixation was stopped by addition
of 125 mM glycine. Cells were rinsed three times with PBS and
scraped in CLB buffer (5 mM PIPES, 85 mM KCl, 0.5% NP40).
After centrifugation, nuclei pellet was resuspended in NLB
buffer (50 mMTris–HCl, 10 mMEDTA,1%SDS) and incubated
on ice for 45 min. Chromatin was then sheared to an average
length of 500 pb and submitted to immunoprecipitation with
5 mg of antibodies directed againstb-catenin (610153,BDBios-
ciences Pharmingen), NURR1 (sc-991, Santa Cruz), NUR77
(sc-990, Santa Cruz) or non-immune IgG controls (Millipore).
Chromatin-antibodies complexes were collected with protein
A or G magnetic beads (Dynabeads, Invitrogen). After seven
washes in IP buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris–HCl, 5 mM
EDTA, 0.5%NP40, 1%Triton X-100), beads were resuspended
in 100 ml of 10% Chelex slurry and DNAwas recovered as pre-
viously described (65).
For in vivo ChIP, six WT or DCat adrenals gland were cross-
linked in PBS with 1% formaldehyde for 10 min at room tem-
perature. Fixationwas stoppedwith125 mMglycine andadrenals
were rinsed three timeswith PBS. Tissueswere then disrupted in
CLB with a glass tissue grinder. The next steps of the protocol
were as described above for H295R cells. Primer pairs used for
ChIP are listed in Supplementary Material, Table S4. For all
ChIP experiments, specificity controls were performed with
primers hybridizing within the coding sequence of each candi-
date gene (Supplementary Material, Table S4).
Hormone measurement
Aldosterone,DHEA, cortisol and corticosteronewere quantified
in plasma and cell medium using an aldosterone ELISA kit
(CAN-ALD-450, Diagnostic Biochem Canada), a DHEA
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ELISA kit (CAN-DH-490,Diagnostic BiochemCanada), a Cor-
tisol ELISA kit (CAN-C-270, Diagnostic BiochemCanada) and
a corticosterone 3Hkit (MPBiomedicals) according tomanufac-
turers’ instructions. For cell medium quantifications, hormone
concentrations were normalized to total cellular proteins mea-
sured by Bradford assays (Bio-Rad). Renin was measured by
direct chemiluminescence with the Liaison Direct Renin kit
(Diasorin), according to manufacturer’s instructions.
SUPPLEMENTARYMATERIAL
Supplementary Material is available at HMG online.
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Supplementary Figures and Tables Legends 
 
Figure S1. Analysis of potential WNT signalling regulators gene expression on cDNA 
micro-arrays. Previously published cDNA micro-arrays were analysed retrospectively for 
expression of WNT target genes in 6 aldosterone-producing adenomas (APA) compared with 
4 normal adrenals (NA). The list of WNT target genes was defined with Pubmed searches and 
data available on the WNT Homepage (http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/). 
Genes were classified on the basis of their deregulation (expressed as fold up- or down-
regulation), with the highest up-regulation on the left and the highest down-regulation on the 
right. Limma test and t-test were performed to evaluate statistical significance (bottom of the 
plots). Values in red are significantly up-regulated, values in green are significantly down-
regulated. 
Figure S2. A. SFRP2 expression is correlated with AXIN2. SFRP2 and AXIN2 expression 
levels were analysed by RTqPCR on mRNAs from 35 APA, 17 NAPA and 7 NA and 
correlation was analysed by Spearman’s test. B. Plasma corticosterone concentrations are 
not altered in Sfrp2 knockout mice.  Plasma corticosterone concentrations were measured 
in female littermate control (Sfrp2+/+ and Sfrp2+/-) and female homozygous Sfrp2 knockout 
mice (Sfrp2-/-) at 13 months. Boxplots represent the quantification of corticosterone 
production in 11 female control and 13 female knockout mice. Statistical analysis was 
performed by Welch’s t test. NS: not significant. C. Genetic ablation of Sfrp2 results in 
aberrant activation of β-catenin and ectopic differentiation of zona-glomerulosa cells. 
Co-expression of Cyp11b2 (green, a-c) and β-catenin (red d-f), was analysed by immuno-
histochemistry in wild-type (Sfrp2+/+), Sfrp2 knockout (Sfrp2-/-) and ΔCat mice. Merged 
pictures are presented in g-i. 
Figure S3. β-catenin knockdown decreases Wnt/β-catenin pathway activation. A-B β-
catenin knockdown inhibits accumulation of both β-catenin mRNA and protein. β-
catenin accumulation at the mRNA (A) and protein levels (B) was evaluated in H295R cells 
transfected with a control siRNA (siGFP) or transfected with a siRNA to β-catenin (siβcat) for 
5 days and treated 6 hours before harvesting with or without 10 nM Angiotensin II. For 
western-blot analyses, β-catenin expression was normalised to β-actin. C-D. Expression of 
the β-catenin target genes AXIN2 and LEF1 is down-regulated by β-catenin knockdown. 
AXIN2 and LEF1 expression levels were analysed by RTqPCR on mRNAs from the 
experiments described in A. E-F. Expression of the β-catenin target genes AXIN2 and 

LEF1 is down-regulated by treatment with PKF115-584. AXIN2 (E) and LEF1 (F) 
expression levels were analysed by RTqPCR on mRNA from H295R cells that were pre-
treated for 24 hours with DMSO (control group), 0.5 or 1.0 µM PKF115-584 followed by 10 
nM Angiotensin II stimulation alone or in combination with PKF115-584 for 6 hours, before 
harvesting. G-J. Expression of STAR, CYP11A1, HSD3B2 and CYP11B1 is not altered by 
β-catenin knockdown.  Expression of StAR, CYP11A1, HSD3B2 and CYP11B1 was analysed 
by RTqPCR on mRNAs from the experiments described in A. K. Expression of the β-
catenin target gene Axin2 is induced by Wnt/β-catenin activation with BIO. Axin2 
expression was analysed by RTqPCR on mRNAs from Y1 cells treated with DMSO (control 
group) or 500 nM BIO for 3 or 6 hours. L. Axin2 induction by BIO is transcriptional. 
Axin2 expression was analysed by RTqPCR on mRNA from Y1 cells treated with DMSO 
(control group), 500 nM BIO alone or in combination with 100 nM actinomycin D for 6 
hours. M. Accumulation of β-catenin is stimulated by BIO. β-catenin accumulation 
(normalised to β-actin) was analysed by western blot with proteins extracted from Y1 cells 
treated as in K. N. TOP-FLASH reporter activity is induced by BIO in Y1 cells. 3.105 Y1 
cells were transfected with 1 µg of WNT the reporter plasmids TOP or FOP-FLASH. After 
overnight serum deprivation, cells were treated for 6 hours with DMSO (control group) or 
500 nM BIO in minimum medium. Cells were then harvested and Luciferase activity was 
assessed. O-P. Accumulation of NURR1 and NUR77 proteins is decreased by β-catenin 
knockdown. NURR1 and NUR77 protein accumulation (normalised to β-actin) was analysed 
by Western Blot on protein extracts from the experiments described in A. Q-R. 
Accumulation of NURR1 and NUR77 proteins is down-regulated by treatment with PKF 
115-584. NURR1 and NUR77 protein accumulation (normalised to β-actin) was analysed on 
protein extracts from cells treated as in E. Bars in A-M & O-R represent the mean relative 
quantification of at least 4 individual experiments ± standard deviation. Bars in N represent 
the mean RLU value of at least 3 individual experiments performed in triplicate ± standard 
deviation.  All statistical analyses were performed by one-way ANOVA, followed by Tukey’s 
post-hoc test. * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0005; NS: Not significant. 
Figure S4. Identification of two putative LEF/TCF binding sites in the promoter of 
CYP11B2. The promoters of Homo sapiens (hs) and mus musculus (mm) CYP11B2 genes 
were aligned with Genomatix. Capital letters represent conserved bases. The putative 
LEF/TCF sites, which were identified on the basis of similarity to the published consensus, 
are highlighted in purple. NGFIB (NBRE, Ad, Sf-1) sites are highlighted in orange. Pink 

arrows represent the primers used for ChIP analysis in human and mouse. Positions to the left 
of the sequence are relative to the transcription start site, pictured as a black arrow. 
Figure S5. Identification of two putative LEF/TCF binding sites in NURR1 promoter. 
The promoters of Homo sapiens (hs) and mus musculus (mm) NURR1 genes were aligned 
with Genomatix.  Capital letters represent conserved bases.  The two putative LEF/TCF sites, 
which were identified on the basis of their similarity to the published consensus, are 
highlighted in purple. Pink arrows represent the primers used for ChIP analysis in human and 
mouse. Positions to the left of the sequence are relative to the transcription start site. 
Figure S6. Identification of four AP1 sites in NUR77 promoter. The promoters of Homo 
sapiens (hs) and mus musculus (mm) NUR77 genes were aligned with Genomatix. Capital 
letters represent conserved bases. The four published AP1 sites are highlighted in blue. Pink 
arrows represent the primers used for ChIP analysis in human and mouse. Positions to the left 
of the sequence are relative to the transcription start site. 
Figure S7. Alignment of mouse and human CYP21 promoters. The promoters of Homo 
sapiens (hs) and mus musculus (mm) CYP21 genes were aligned with genomatix.  Capital 
letters represent conserved bases. The putative LEF/TCF and NGFIB (NBRE, Ad, SF-1) 
binding sites, which were identified on the basis of their similarity to published consensus 
sequences are highlighted in purple and orange, respectively. Pink arrows represent the 
primers used for ChIP analysis in human and mouse. Positions to the left of the sequence are 
relative to the transcription start site. 
Figure S8. Identification of one putative LEF/TCF binding site in human AT1R and 
mouse At1a promoters. The promoters of Homo sapiens (hs, AT1R) and mus musculus (mm, 
At1a) AT1R genes were aligned with genomatix. Capital letters represent conserved bases. 
The putative LEF/TCF binding site, which was identified on the basis of its similarity to the 
published consensus is highlighted in purple. Pink arrows represent the primers used for ChIP 
analysis in human. Positions to the left of the sequence are relative to the transcription start 
site. 
Figure S9. Identification of one putative Ap1 binding site in mouse At1b promoter. The 
promoters of Homo sapiens (hs, AT1R) and mus musculus (mm, At1b) AT1R genes were 
aligned with genomatix. Capital letters represent conserved bases. The putative Ap1 binding 
site, which was identified on the basis of its similarity to the published consensus is 
highlighted in purple. Pink arrows represent the primers used for ChIP analysis in human and 
mouse. Positions to the left of the sequence are relative to the transcription start site. 

Figure S10. Plasma corticosterone concentration is not altered by quercetin. Plasma 
corticosterone concentrations were measured in a cohort of 10 month-old female ∆Cat mice 
that were either fed a standard diet (n=6) or a 0.2% quercetin-enriched diet (n=6) for three 
months. Bars represent the mean relative quantification of 6 individual hormone 
concentrations ± standard deviation. NS: Not significant in unpaired Student’s t test. 
Figure S11. Analysis of genomic DNA methylation in the regulatory regions of SFRP2. 
CpG methylation was analysed by pyrosequencing on the genomic DNA of 11 APA, 4 NA 
and 15 NAPA after bisulfite conversion. Boxplots represent the distribution of the percentage 
of methylation for each CpG and each group of patients. Top panel represents the 21 upstream 
CpGs (-392,-243). Bottom panel represents the 34 downstream CpGs (+48,+284). The 
cartoon shows a schematic localisation of each CpG on the SFRP2 gene. CpGs in red have 
significantly increased methylation in APA compared with NAPA; CpGs in blue have 
significantly decreased methylation in APA compared with NAPA. Statistical analysis was 
conducted by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test. * p<0.05; ** p<0.005; *** 
p<0.0005. 
Figure S12. β-catenin knockdown increases CYP17 expression and DHEA production. A. 
β-catenin knockdown increases CYP17 expression. CYP17 expression levels were analysed 
by RTqPCR on mRNAs from H295R cells transfected with a control siRNA (siGFP) or a 
siRNA to β-catenin (siβcat) for 5 days. B. β-catenin knockdown increases DHEA 
production. Basal and angiotensin II-induced DHEA concentrations were measured on the 
culture medium from H295R cells that were treated as in A. C. β-catenin knockdown 
decreases cortisol production. Basal and angiotensin II-induced cortisol concentrations were 
measured as described in B. Bars in A represent the mean quantification of at least 4 
individual experiments performed in triplicate ± standard deviation. Bars in B-C represent the 
mean DHEA (B) or cortisol (C) concentration (normalised to protein content) from 4 
individual experiments performed in triplicate ± standard deviation. All statistical analyses 
were performed by Student’s t test * p<0.05; ** p<0.005; NS: Not significant.  
Table S1. Baseline characteristics in patients of HEGP/COMETE and 
COCHIN/COMETE cohorts. A. Biological data of patients in the cohorts used for our 
experiments. B. Table summarizing the qualitative analysis of β-catenin localisation in APA 
samples, expressed as a percentage of cells with membrane, cytoplasmic and/or nuclear β-
catenin accumulation. This table also shows the mutational status for KCNJ5 and CTNNB1 in 

the HEGP/COMETE cohort and identifies those samples that were used for RTqPCR and 
DNA methylation analyses. ND, not determined; Y, Yes; N, No. 
Table S2. Sequences of primers used for RTqPCR. 
Table S3. Taqman Gene expression assays probes used for RTqPCR. 
Table S4. Sequences of primers used for homo sapiens (hs) and mus musculus (mm) 
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         cttttccgtt caagcttttG TTGCACCCTC CCCACgTGTG AGgacgcaag
         ---------- ---------G TTGCACCCTC CCCACaTGTG AGcggccgag
CTGgGgC GGgGgAGGGG C--------A gGTGgAGcGT aGCatCaCca
CTGcGcG GGcGcAGGGG CttcggggaA aGTGaAGtGT cGCgaCgCtg
CGGaCTtCaC gGACCTGGGt tgcAGAaGTC ACACtTCTTT CGGAAAAAAA
CGGgCTgCgC aGACCTGGG- ---AGAgGTC ACACcTCTTT CGGAAAAAAA
AAAAat---- ---------- -------CCA CCCAAGtgGG CTACCAAGGT
AAAAgaaaag aaaaaaaaca ccaaaaaCCA CCCAAGctGG CTACCAAGGT
GAACc----- --GTTCCCAC CTTAAAATCa GCCCcagTCG TGACGTCAGG
GAACgcagag cgGTTCCCAC CTTAAAATCg GCCCtgcTCG TGACGTCAGG
TCGGAAATAT ACCAAAGCGA GCGCGGGCCA GGAGTCCgGG GAGCGCGGCg
TCGGAAATAT ACCAAAGCGA GCGCGGGCCA GGAGTCCaGG GAGCGCGGCa
GCtCGGCGAT TGGaccGCGG GCCGCTGACG CGgGCTGACG CGCGcAGACT
GCgCGGCGAT TGGgcgGCGG GCCGCTGACG CGcGCTGACG CGCGgAGACT
TTAGGTGCAT GTTGGCAGCa GCAGCtCgAG CCACATAAAC AAAGGCACAT
TTAGGTGCAT GTTGGCAGCg GCAGCgCaAG CCACATAAAC AAAGGCACAT
TGGCGGCCAG GGCCAGTCCG CCCcGCGGCT Ccgcacag-- ----------












































GCGTCACGGA GCGCTTAAGA gGaGGGTCGG GCTCGgCcGG GGAGtCCCAG








tCCTGGCCGC CTCCCGCCGG AACCGCgCCG CCCCCCGCGC CCTTGTATGG
cCCTGGCCGC CTCCCGCCGG AACCGCaCCG CCCCCCGCGC CCTTGTATGG
GGCCCCCCCT CtTCGCCCCG CCCCCTCGGG CTCCCCGtcc CCGCgCCTCC
GGCCCCCCCT CcTCGCCCCG CCCCCTCGGG CTCCCCGgg- CCGCaCCTCC
     
GCTCCCTGCG TCAATGGAAC CCCGCGTGCG TCACGCGCGC AGACATTCCA
GCTCCCTGCG TCAATGGAAC CCCGCGTGCG TCACGCGCGC AGACATTCCA
AGCCGGCGCa GCGGGCGaGA GGAaaaCTAT TTATAGATCA AACAATCCGC
      
AGCGGGCGCg GCGGGCGcGA GGAgc-CTAT TTATAGATCA AACAATCCGC
          --CCCGgGTC CGGcttGGtG AGCCTAGTGG GtCTGGaAGC TaCTATaTTT
          gaCCCGaGTC CGGtgcGGgG AGCCTAGTGG GcCTGGgAGC TgCTATtTTT
          cctggtc--- ---------G GTTATTtcGG ACCccGGGaC CCgat-----
          gggctctggc cctcccgctG GTTATTctGG ACCtgGGGgC CCccagctgg
          ---------- ---------- --CGGgCaCG gaTtTACAaC aCCCCcTCct











































          gccctcaggg gtcttgtacc ttggaCAgAC CAaCTgAgGC TGacCTGTgg
          ---------- ---------- -----CAaAC CAgCTcAaGG TGggCTGTtt
          ctcatgtctg cattccaagc tatttgggga gctgAAGgAA GGTGCaaagt
          ---------- ---------- ---------- ----AAGaAA GGTGCtcctg
          ---------- ---------- ---------- ---------- CTGGGCAacT
          ctattactcc gcagcgggaa accacttcct cctttgtctt CTGGGCActT
TaGTGAGgct ctttttc--- ---------- ---------- ----------
TtGTGAGtga aaggaggcac taataacaat cacactggga tacctgtata
          -----AAACT AACAAAagag ggtctaggac tgtggatgca gctggcagtg
          agcttAAACT AACAAAcaac ccacacaaat cacattttgt tcttcaggcg
          atcaataaaa tataataccc aaAAGGCgTA TTgGGCAGaG ACTGCtATTc
          ---------- ---------- --AAGGCcTA TTaGGCAGgG ACTGCcATTt
          atttcttttc tctAGAacAA atgCActCCA CTcAgCTGGt CCAaGGgGaG
          tctctctg-- ---AGAcaAA catCAtgCCA GTaAaCTGGc CCAcGGtGgG
GTatggtggg aggggccggc tccagtggac tctcc----- GCCTaCttgG
GTggcagagg gagagggccc aggtgggggc ggacactatt GCCTgCacaG
cTGAaacaGA gttAGgAAaC TGACTgcgat acagag---- AGGTCAGGGT
tTGAtgtgGA accAGaAAgC TGACTctgga tgcaggaaaa AGGTCAGGGT
cttgcaTCCC TTCCTTtCTT CTTGATGGat ggtccca-TC TTTGAtccAC
tgcattTCCC TTCCTTgCTT CTTGATGGgt gatcaattTT TTTGAaatAC
aGAttctCCA AGGCtgATGg GgactGTGcc aatgtgaaaa catactgttc
gGAcgtcCCA AGGCcaATGa GactgGTGtc attccagaaa agggccactc
          tgtgttggga aca---GGAA GGgACCTGAA GcaaaGGTCA gagc------
          tgtgggcggg tcggtgGGAG GGtACCTGAA GgtggGGTCA agggaggccc
          ---------- --CACAGCAG aAcaaAgGaC TGGaGtTgg- GgGCTATAAa
          caaaacagtc taCACAGCAG gAgggAtGgC TGGgGcTctt GaGCTATAAg
aGGCcataTC AGGGCCCTGc acaagtgctg gGCCATGCTG CTaCctGGgC
tGGCacc-TC AGGGCCCTGa cgggcgtctc -GCCATGCTG CTcCtgGGcC
TGCTGCTG-- ---------- ---------- ---------- ----------

















tactggaatg ccccaggcaa accaggctta aactgtatta ctctatctgt





aagagttgag tgagtgccca caaagcactt agagcagtgt ctggtacatg
---------- ---------- ---------- ---------- ----------
-555
cctccacaac atgcgaacaa tacccgtgtt gcatatagag catggctgtg
---------- ---------- ---------- ---------- ----------
-605
gtggctaaag gtacatattc gacagctaga tttccaggct ggaatcctgc




catcaaacca aagggaagtc taacaaagaa ttgcacaagg agccaggtga
---------- ---------- ---------- ---------- ----------
ttaccacaca caagcacaac accctctgcc atgccccacc cctacccaga






































































































TGgtTTTGTT ATCAGgGtgA TaCTGGCCTC aTagcatga- GttGggag-a
TgagTTTGTT ATCAGaGTaA TtCTGGCCTC gTgatacact GcaGaatgta
---------- ---------- ---------- ---------- ----------
tttccccttt cctttccttt cctttccttt cctttccttt cctttccttt
---------- ---------- ---------- ---------- ----------
cctttccttt cctttccttt cctttccttt cctctcctct cctctcctct
---------- ---------- ---------- ---------- -TCaTcCTTa 
cctctcctct cctctcctct cctctcctct cctttccttt cTCtTtCTTt 
CTcTTCTaTT TTTtggaaga gtttgtga-- ---------- ----------     
CctTTCTcTc TTTctttctt ttcttccttc ctttcttcct tccttccttc
---------- ---------- ---------- ---------- ----------    
ctttctttct ttctttcttt ctttctttct ttctttcttt ttttctttct
---------- -------AGA ATTGAtaTtA TTTctTctTt AAATATTTat
ttctttcttt ctaatttAGA ATTGAgtTcA TTTtgTtcTc AAATATTTtg
TGggt----- ---------- -------TTT TAAAATAcat ttttaaAATG
TGctattttt ttggcagtct gtttttaTTT TAAAATA--- ------AATG
CAaCTTGgGt agCaTGTccA aTAGGAacAA aTGAgtgTCc acccTTgaAt 
CAgCTTGaGc caCgTGTaaA cTAGGAggAA cTGAtaaTCt tttaTTttAc
ttcatAACcC TGgAATTAAT CCATGtaATc TaTgATCCAC AaCtgtatta
-----AACtC TGaAATTAAT CCATGccATa TgTaATCCAC Agcacaggcc
cCAAAGTTCG AGTTACTCAT AGGAAAGAgA AaGaAGTTCt CTAATTCGTC
tCAAAtTTtG AGTcAgcCAc AGcGAAGA-A AgGgAGTTCc tTAATTCaTC
CTTAAAAgTT TTCCAAGtTc agaaaaaaaa aaTgTtgAAG aacAcgAaTc
CTTAAAAtTT TTCCAAGaTt ttttttttct tcTtTctAAG tgaAgcAtTt
tcCgcaGgaa atGaTacTcc tG---TACcC CCAgCTCgCT CtccCTcacg 
atCttgGagt caGttcATGt gGcctTACgC CCAcCTCcCT CcatCTtcaa 
acCcctcGct ----AgGcGG GgTTCgGGAC CAGgTGAaCg ctgATCTGat 
caCttcaGgc tgggAtGtGG GaTTCaGGAC CAGcTGAgCt tgGATCTGga
AGttgACAcG GGAcGACTgt ggcatcatcc ttgctgCCGT CAatAtCccG
AGggcACAtc ggtgactggc agcaGGGAag acT---CCGT CAgaGaCtgG
AGAGGGAGga GGTTGGgCcG ggaGGGTCTC c--------- ----CGGGGC 
AGAGGGAGag GGTTGGaCaG a--GGGTCTC ggggcggggc ggggCGGGGC 
 
GGGGCGgaGG AGGAGgGaAt gcaaaacaGa gcctcgtccc cGGAACCcaa 
GGGGCGagGG AGGAGtGcAa agccttagGg tt-------- -GGAACCtgc 
GaAGcAGCAA CGcCCCtCa- --CTATAAAT tcGGAgcTGC CTCctcGCca
GgAGtAGCAA CGtCCCcCta ggCTATAAAT atGGAagTGC CTCgctGCtg
ATgattccag cgcctgacag ccaggaCcCC AGGCAGcaGc GAGtGACaGG
AT-------- ---------- ------CgCC AGGCAGttGg GAGgGACtGG
AcGtctggac CgGcgCGCCg CtaG------ ---------c AGCTcTGccG
AtGatgctgt CtGgcCGgag aggactcgag gcttgagtcc tggtCCaCgg 
GGcCGCgGcG GTGatcGAtG gggagcggct ggag


























































































gttatcaggg tgatactggc ctcatagcat gagttgggag atcatcctta 
---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
ctcttctatt ttttggaaga gtttgtgaag aattgatatt atttcttctt 
---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
taaatattta ttgGGTttTT AaAatACATT ttTaAaaTGC aAcTtgGgTA
---------- ---GGTacTT AtAtgACATT acTgActTtC tAaTacGtTA
gCAtGtccAa TAGg------ ---------- ---------- ----AAcAaA  
aCAaGaatAg TtGtaatgaa tgatattcaa gaagcatttt aaaaAAtAgA
TGAgtgTCcA CCCTTgaATT tcAt--AACC CTggAATTAA TCcATGtaAT 
TGAaaaTCtA CCCTTtcATT ctAtgcAACC CTatAATTAA TCaATGccAT
CTAtGATCCA CAaCTGtatT acCAAAgTTc GAgTtactca taggAAAgAg 
CTAcGATCCA CAgCTGcacT gtCAAAtTTt GAtTagtatt at--AAAtAc
AAaGAAGtTC tCTAATTCgT CCTTAaAAgT tTTccaAgtT cAGaAAaAAA 
AAgGAAGcTC -CTAATTCaT CCTTAgAAGT gTTtttAacT tAGtAAtAAA
aaaTgTtgAA GaacAcgAa- ---------- ---------- ----------  
ggagagctAg ctggtgaagg aagaaagaaa caagcaaaca aagggggggg
---------- ----TCTCCg caGgaaatGa TacTcctGTA Cc---CCCAG  
gaaggaatat tttcTCTCCa aAGtAAATaA TgtTgtctgA tCccaCaCAG
CTCgCTCtCc CTcacgaccC CTCgCTAGGc GggGTtcGGg aCCAGgTgaA 
aTCcCTCcCt CTtcaagaaC CTCtCTAGGa GatGTagGGt tCCAGtTccA
cGctgatCTG a------TAG tTgACACgGg AcgACtgTGG caTCaTCCTT  
aGtgagcCTG tatcaagTAG gTGACACtGa AgtACatTGG agTCcTCCTT 
 
GCTgccGTCA atAtCccgag AGGGAGgaGG ttGGGcCgGG AGGGTCTccc  
GCcttaGTCA gaATCtgtca AGGGAG---- --GGGtCaGG AGGGTCTtta
GGGGCGGGGC ggaGGAGGAG gGaAtgcaaa acaGagcctc gtccccGGAa 
aGGcgGGGcg aGAaGgGaAG GcAAgcccAg ACt------- -----CGGAt
CCCAAGAAgC AGCAACGCCC CTcactata- -AAtTcGgAG cTGcCTCCtC 
CCCAAGAAaC AGCAACGCCC CTttgctgta tAAaTtGtAG CTGtCTCCgC
gccaATgatt cCagcgcctg aCAGCCaGGA cCCCAGGCAG CAGcGAGTGA 
taggATtaca gCtgcagg-- -CAGCCtGGA tCCCAGGCAG CAGgGAGTaA
CAGgacgtct ggAccggcgc gc-------- ----CGCtAG CAGCtCTGcc
CAGagaccag acAagacacg cacagcctct ccagCGCcAG CAGCaCTGta 
gggccgcggc ggtgatcGAT GGGGAGCgGC tggag----- ----------
---------- -------GAT GGGGAGCaGC caagaggcgt gaaagaagcc
---------- ---------- ---------- ---






































































































































































































































































































































































































































































































Human NURR1 5'-TGCCTGGCTGTTGGGATGG-3' 5'-GCTGGATATGCTGGGTGTC-3'
Human CYP21 5'-ACCTCAGTTTCTCCTTTATTGC-3' 5'-AGAGCCAGGGTCCTTCAC-3'
Human AT1R 5'-TCTCAGCATTGATCGATACC-3' 5'-TGACTTTGGCTACAAGCATT-3'
Human StAR 5'-ATGAGTAAAGTGGTCCCAGATG-3' 5'-ACCTTGATCTCCTTGACATTGG-3'
Human CYP11A1 5'-GAGATGGCACGCAACCTGAAG-3' 5'-CTTAGTGTCTCCTTGATGCTGGC-3'
Human HSD3B2 5'-TGCCAGTCTTCATCTACACCAG-3' 5'-TTCCAGAGGCTCTTCTTCGTG-3'
Human CYP11B1 5'-GGTTTGCCAGGCTAAGC-3' 5'-CAAACTGCCCAGAGGACAG-3'
Human CYP17 5'-AGCCGCACACCAACTATCAG-3' 5'-TCACCGATGCTGGAGTCAAC-3'
Human PPIB 5'-TTTCATCTGCACTGCCAAGA-3' 5'-TTGCCAAACACCACATGCT-3'
Mus musculus Axin2 5'-GCCGATTGCTGAGAGGAACTG-3' 5'-AAAGTTTTGGTATCCTTCAGGTTCAT-3'
Mus musculus At1ar 5'-TCACCTGCATCATCATCTGG-3' 5'-AGCTGGTAAGAATGATTAGG-3'
Mus musculus At1br 5'-TCACCTGCATCATCATCTGG-3' 5'-AGCTGGTGAGAATAATAACG-3'
Mus musculus 36b4 5'-GTCACTGTGCCAGCTCAGAA-3' 5'-TCAATGCTGCCTCTGGAGAT-3'
Supplementary Table 2











Mus musculus Cyp11b2 Mm00515624_m1
Mus musculus Cyp21a1 Mm00487230_g1
Mus musculus Nurr1 Mm00443060_m1
Mus musculus Nur77 Mm01300401_m1
Mus musculus Lef-1 Mm0050265_m1




hsNURR1 (Lef) 5'-GCTCGTGACGTCAGGTCGGA-3' 5'-GGACTGGCCCTGGCCGCCAAT-3'
hsNURR1 (neg) 5'-GTCACATGGGCAGAGATAGCCG-3' 5'-CCAAGCATGGCCAAACATTTCCC-3'
hsNUR77 (AP1) 5'-CGGGCGCGAGGAGCCTATTTATAG-3' 5'-TTTCGTAGCCTCCGCCACTGG-3'
hsNUR77 (neg) 5'-CACGTGTGCACATGCGCACTCTC-3' 5'-CAGCACGGCGCTATGTGTTAAAAACG-3'
hsCYP11B2 (NBRE) 5'-ATCATCACCATGCTTTGGCC-3' 5'-GCCACGAAAAGAAATGGAGG-3'
hsCYP11B2 (Ad5R-Ad1F) 5'-CAGGACTTGCAGCAATGGGG-3' 5'-CTCCCTCCACCCTGTTCAGCCC-3'
hsCYP11B2 (neg) 5'-CGGTGCTGCCGTTTGAAGCC-3' 5'-GGCCCCAGCTCCTGGAAGGT-3'
hsCYP21 (Lef-NBRE) 5'-CCAGAAAGCTGACTCTGGATGCAGG-3' 5'-CTCCCTTGACCCCACCTTCAGG-3'
hsCYP21 (neg) 5'-CAAGCTGGTGTCTAGGAACTACCC-3' 5'-CAGAACTCCTGGGTCAGCTGCTC-3'
hsAT1R (Lef) 5'-GTTATCAGGGTGATACTGGCCTC-3' 5'-CAAGGGTGGACACTCATTTGTTCC-3'
hsAT1R (neg) 5'-CAGGCTTGGCCAGTTTGCCAGC-3' 5'-GTCAGGCCCAGCCCTATCGG-3'
mmNurr1 (Lef) 5'-TCAGCCCCAGTCGTGACGTCAG-3' 5'-GGACTGGCCCTGGCCGCCAAT-3'
mmNURR1 (neg) 5'-CGATGCACAGTGGAGCCCGC-3' 5'-CCCAAGCTACCCGGGCGAG-3'
mmNur77 (AP1) 5'-CGGGCGAGAGGAAAACTATTTATAG-3' 5'-TTTCGCAGCCTCCTGCACTG-3'
mmNUR77 (neg) 5'-CCCTGCCCTGAACATGTGTGCG-3' 5'-CAGGACTGAGCTGGAGGGATAAG-3'
mmCyp11b2 (Sf1 prox) 5'-GACGTGATTAGTCGAACAGTGCAG-3' 5'-GGCCAGTGTTGCCGTGGTGC-3'
mmCyp11b2 (Sf1 distal) 5'-CGTTCTAGTCCTTAGATTTATTTTCAC-3' 5'-GCACAGCCTGCTAGTGGTTAG-3'
mmCyp11b2 (neg) 5'-GGTAATGACCCTTTTTGAGCTGGCTC-3' 5'-CTGACATGGCCTTCTGAGGATTTGC-3'
mmCyp21 (distal) 5'-CACAACACCCTCTGCCATGCC-3' 5'-GAGCCTCACTAAGTTGCCCAGG-3'
mmCyp21 (prox) 5'-GATGGTCCCATCTTTGATCCACAG-3' 5'-ATGGCCCAGCACTTGTGCAGG-3'
mmCyp21 (neg) 5'-CACTCTGCTGCCTCCACCAG-3' 5'-GCACCTGGAAAGGAGGAATCGGG-3'
mmAt1ar (Lef) 5'-CTGGCCTCGTGATACACTGC-3' 5'-GCAGCTTGAGCCACGTG-3'
mmAt1ar (neg) 5'-GGAGTCATCAAGTTTCAGGAGCCC-3' 5'-CACGGTTGGTACAAGCAGTGCAAC-3'
mmAt1br (AP1) 5'-GCCATCTACGATCCACAGC-3' 5'-CCTTCACCAGCTAGCTCTCC-3'
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Primary pigmented nodular adrenocortical disease (PPNAD) is associated with inactivating mutations of the
PRKAR1A tumor suppressor gene that encodes the regulatory subunit R1a of the cAMP-dependent protein
kinase (PKA). In human and mouse adrenocortical cells, these mutations lead to increased PKA activity,
which results in increased resistance to apoptosis that contributes to the tumorigenic process. We used in
vitro and in vivomodels to investigate the possibility of a crosstalk betweenPKAandmammalian target of rapa-
mycin (mTOR) pathways in adrenocortical cells and its possible involvement in apoptosis resistance. Impact of
PKA signaling on activation of the mTOR pathway and apoptosis was measured in a mouse model of PPNAD
(AdKOmice), in human and mouse adrenocortical cell lines in response to pharmacological inhibitors and in
PPNAD tissues by immunohistochemistry. AdKOmice showed increasedmTORcomplex 1 (mTORC1) pathway
activity. InhibitionofmTORC1byrapamycinrestoredsensitivityofadrenocorticalcells toapoptosis inAdKObut
not inwild-typemice. Inbothcell linesandmouseadrenals, rapidphosphorylationofmTORC1 targets including
BAD proapoptotic protein was observed in response to PKA activation. Accordingly, BAD hyperphosphoryla-
tion, which inhibits its proapoptotic activity, was increased in both AdKOmouse adrenals and human PPNAD
tissues. In conclusion, mTORC1 pathway is activated by PKA signaling in human and mouse adrenocortical
cells, leading to increased cell survival, which is correlated with BAD hyperphosphorylation. These alterations
could be causative of tumor formation.
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Primary pigmented nodular adrenal disease (PPNAD) is a
benign tumor leading to pituitary-independent hypercortisolism
and Cushing’s syndrome (1). It is mostly detected as part of
Carney complex (CNC), a rare familial disease, in which devel-
opment of multiple endocrine tumors induces endocrine over-
activity and significant morbidity (2). Either isolated or as part
of CNC, this bilateral micronodular adrenocortical hyperplasia
is genetically associated with deregulations in cAMP/PKA
pathway. Indeed, inactivating mutations in the PRKAR1A gene
that encodes the type 1a regulatory subunit of the PKA (R1a)
(3,4) and/or mutations in the PDE-11A and -8B genes that
encode phosphodiesterases (5,6) are found in most cases of
PPNAD. In the adrenal, these mutations induce constitutive ac-
tivation of the cAMP/PKA pathway, resulting in hypercortiso-
lism and adrenal tumor formation in human as well as in mice
bearing Prkar1a down-regulation (4,7). Although glucocortic-
oid synthesis mostly depends on a direct control by the cAMP/
PKA pathway (8), PKA-dependent mechanisms involved in
the deregulation of cell proliferation and/or survival leading to
PPNAD remain poorly identified. A better knowledge of these
events could provide new targets to inhibit the tumorigenic
process and/or the endocrine overactivity.
We have previously observed that both humanH295R cells in
culture (9) and mouse adrenocortical cells in vivo (AdKOmice)
(7), showed increased resistance to apoptosis in response to R1a
deficiency. In AdKO mice (for Adrenal cortex-specific Prkar1a
knockout mice), this resistance coincided with the resurgence
and/or incomplete clearance of the fetal X-zone that normally
regresses by apoptosis. These cells with fetal characteristics
that progressively invaded the entire adult cortex were proposed
to be the cause of the tumorigenic process induced by R1a loss.
We thus concluded that resistance to apoptosis was a major
mechanism for the development of adrenal tumors in response
to constitutive PKA activation.
Resistance to apoptosis in adrenocortical cells has already
been associated with repression of the transforming growth
factor b (TGFb) pathway, which in vivo is implicated in the
clearance of the X-zone in mouse and of the fetal zone in
human (10,11). Indeed, down-regulation of PRKAR1A in
H295R cells induces repression of SMAD3 that encodes a key
element of the TGFb pathway, leading to repression of this
pathway and to increased cellular resistance to apoptosis (9).
Moreover, inhibin-a, a negative regulator of the TGFb pathway
is overexpressed specifically in the nodular tumors of PPNAD
tissues and in the adrenals of the AdKO mouse model (7). In
adrenal tissues, this correlates with TGFb pathway inhibition
and subsequent tumorigenesis.
However, other pathways could also be involved in resistance
to apoptosis. Recently, PKA was shown to directly activate the
mTOR pathway in thyroid and ovarian cell cultures in vitro
(12,13). In human PPNAD tissues, depletion of R1a protein
coincides with higher mTOR activation. Furthermore, tumoral
nodules are formed of hypertrophic cells that accumulate lipo-
fuscin, indicating a decrease in autophagy typical of mTOR
activation (14). Consistent with an increase in mTOR activity
the fetal-like tumor cells inAdKOmice are also hypertrophic (7).
Considering the role of mTOR pathway in both cell growth
and survival (15), we hypothesized that mTOR activation by
PKA could play a major role in PKA-dependent micronodular
adrenocortical hyperplasia. Therefore, we have investigated
the impact of increased PKA signaling on mTOR pathway
activity in both adrenocortical cell lines and AdKO mice. We
have also tested whether mTORC1 pathway inhibition could
restore sensitivity to apoptosis in the AdKO PPNAD mouse
model. Finally, we have correlated the crosstalk between PKA
andmTOR to hyperphosphorylation of the BADprotein in adre-
nocortical cells, in mice and in patients. Our results suggest
that regulation of the proapoptotic activity of BAD plays a key
role in the pathogenic mechanisms resulting in PPNAD tumor
formation.
RESULTS
Analysis of mTOR pathway activity in AdKOmice
We previously showed that 12–14 month-old AdKO mice
exhibited increased PKA activity and adrenocorticotropic
hormone (ACTH)-independent Cushing’s syndrome (7). At
that age, we assessed the activity of three downstream targets
of mTOR. Western blot analyses showed that p70 ribosomal
protein S6 kinase 1 (p70S6K1) (2-fold), ribosomal protein
S6 (rpS6) (1.5-fold) and eIF4E-binding protein 1 (4E-BP1)
(3.1-fold) were all hyperphosphorylated in AdKO adrenal
extracts when compared with wild-type (WT) (P , 0.05,
Fig. 1A and B). In contrast, AKT phosphorylation was not sig-
nificantly affected in AdKO adrenals. This suggested that activ-
ity of the upstream members of the phosphoinositide 3-kinase/
AKT/mTOR (PI3-K/AKT/mTOR) pathway was not altered in
response to Prkar1a ablation. We then examined the effect of
specific inhibition of mTORC1 by rapamycin treatment on the
phosphorylation of rpS6 in situ (P-rpS6). In the control con-
ditions (vehicle), WT and AdKO adrenal sections showed
P-rpS6 staining throughout medulla and cortex (Fig. 1Ca). In
AdKO mice, a slightly stronger staining was specifically
detected in the hypertrophic cells of the tumor lesion when com-
pared with the adjacent normal cortex (Fig. 1Cb). Rapamycin
treatment resulted in a complete abolition of P-rpS6 cortical
staining in WT mice (Fig. 1Cc). In contrast, P-rpS6 staining
was preserved within tumoral cells of the inner cortex in
AdKO mice (Fig. 1Cd). Altogether these experiments showed
that mTORC1 signaling was activated downstream of PI3-K in
AdKO adrenal tumors, which resulted in rapamycin-resistant
rpS6 phosphorylation.
Effect of rapamycin treatment on apoptosis in WT
and AdKO mice
We then treated WT and AdKO mice with dexamethasone to
induce apoptosis specifically in adrenocortical cells (16). Apop-
totic figures were quantified in WT and AdKO adrenal sections
after TUNEL (Fig. 2A and B) and cleaved-caspase 3 stainings
(data not shown and Fig. 2C). As previously described (7), the
number of apoptotic cells was significantly higher in WT than
in AdKO cortex, for both TUNEL (109.8+ 9.2 versus 20.2+
2.3, P ¼ 0.002) and cleaved-caspase 3 stainings (135.4+ 19.6
versus 32.1+ 4.9, P ¼ 0.004). Rapamycin treatment alone
had no significant effect on basal apoptosis in both genotypes
(Fig. 2C), or on dexamethasone-induced apoptosis in WT mice
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(Fig. 2B, 109.8+ 9.2 versus 122.4+ 16.6, P ¼ 0.56 and
Fig. 2C). In contrast, the number of apoptotic cells per adrenal
section was significantly increased in AdKO mice receiving
rapamycin and dexamethasone simultaneously (Fig. 2B,
20.2+ 2.3 versus 83.8+ 16.6, P ¼ 0.026 and Fig. 2C). More-
over, under these conditions, differences in cell apoptosis sensi-
tivity between WT and AdKO genotypes were abolished
(Fig. 2B, 122.4+ 16.6 versus 83.8+ 16.6, P ¼ 0.17 and
Fig. 2C). We concluded that rapamycin treatment specifically
sensitized AdKO adrenocortical cells to dexamethasone-
induced apoptosis.
PKA stimulation and mTOR activation in a human
adrenocortical cell line
We then activated PKA pathway in human adrenocortical cell
line H295R with growing concentrations of cAMP analog
8-Br-cAMP, for 15′ (Fig. 3). ATF1, mTOR and rpS6 phos-
phorylation levels were all significantly increased by treatment
with 1 mM 8-Br-cAMP (Fig. 3B, P , 0.05). A lower, yet not
Figure 1. Phosphorylation of AKT/mTOR pathway proteins in adrenals of WT
and AdKO mice. (A) Phosphorylated S6K1, rpS6, 4E-BP1 and AKT were
detected in adrenal tissues from 12 to 14 month-old WT and AdKO mice. (B)
Phosphorylation signal illustrated in A was quantified in five to six samples
(values+SEM). Values represent relative band density of the phosphorylated
forms over total signal of the corresponding proteins, expressed as a percentage
of themeanofWT. ∗P , 0.05. (C) Immunostaining forP-rpS6 inadrenal sections
of vehicle-treated (Vhl) WT (a) and AdKO (b) compared with rapamycin-treated
WT(c) andAdKO(d)mice.Dotted line delineatesmedullary (M) andcortical com-
partments, normal cortex (double headed arrow) and tumoral inner cortex (double
dotted arrow) are indicated. Scale bars, 100 mm.
Figure 2. Dexamethasone-induced apoptosis in adrenals of vehicle or rapamy-
cin-treated WT and AdKO mice. (A) TUNEL staining of adrenal sections
from dexamethasone/vehicle-treated WT and AdKO (Dex) compared with
dexamethasone/rapamycin-treated WT and AdKO mice (Dex/Rapa). (B) The
number of TUNEL-stained cells illustrated in A was quantified in four to seven
individuals per condition (values+SEM). Values represent the number of
stained cells per adrenal section expressed as a percentage of the mean of WT.
∗P, 0.05. (C) Cleaved-caspase 3 staining in adrenal sections was also per-
formed in four different treatment groups (vehicle, dexamethasone, rapamycin,
dexamethasone/rapamycin) in both genotypes (WT and AdKO): the number of
stained cells was quantified in four to eight individuals per condition (values+
SEM). Values represent the number of cleaved-caspase 3 stained cells per
adrenal section expressed as a percentage of the mean of WT. ∗P, 0.05. Vhl,
vehicle; Dex, dexamethasone; Rapa, Rapamycin. Scale bars, 100 mm.
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significant response was observed for rpS6 phosphorylation
(P ¼ 0.055) upon 0.1 mM 8-Br-cAMP treatment. Co-treatments
with specific PKA inhibitor H89 and/or specific mTORC1 in-
hibitor rapamycinwere performed (Fig. 3AandC).As expected,
8-Br-cAMP-inducedATF1 phosphorylationwas strongly inhib-
ited by H89 treatment (491.2+ 95.5 versus 109.5+ 25.1, P ¼
0.0058), but was unaltered in response to rapamycin (491.2+
95.5 versus 519.9+ 104.4, P ¼ 0.68). Simultaneous treatment
with H89 and rapamycin induced very similar response to treat-
ment with H89 alone (491.2+ 95.5 versus 85.8+ 37, P ¼
0.005).mTORand rpS6phosphorylation levelswere significantly
inhibited by rapamycin or H89 treatment (P , 0.05) and a
maximal inhibition occurredwhen rapamycin andH89were sim-
ultaneously applied (mTOR: 179.6+35.5 versus 42.8+13.8,
Figure3.Phosphorylation of protein targets of PKAandAKT/mTORsignalingpathways inH295Rhumanadrenocortical cells. (A) PhosphorylatedmTOR, rpS6 and
ATF1were detected in cells treated for 15′ with various combinations of PKAactivator 8-Br-cAMP, PKA inhibitorH89 andmTORC1 inhibitor rapamycin. (B) Phos-
phorylation signals of mTOR, rpS6 and ATF1were quantified (values+SEM). (C) Phosphorylation signals of mTOR, rpS6 and ATF1 in the presence of 0.1 mM of
PKAactivator8-Br-cAMPwerequantifiedafter treatmentbyeitherPKAinhibitorH89(5 mM)and/ormTORC1inhibitor rapamycin (50 nM). (values+SEM).Values
inBandCrepresent relativebanddensityover tubulinexpressedas apercentageof themeanof thevehiclecondition.TotalmTOR, rpS6andATF1proteinsignalswere
unaffected by these short-time treatments (not shown). n ¼ 4; ∗P , 0.05. Vhl, vehicle; Rapa, rapamycin.
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P ¼ 0.0054; rpS6: 132.1+ 15.9 versus 57.5+ 10.3, P ¼
0.0044).We concluded that PKA stimulation induced activation
of mTOR pathway in human adrenocortical cells.
PKA stimulation and mTOR activation in a mouse
adrenocortical cell line
Similar experiments were then performed in the adrenocortical
mouse cell line ATC7 (17) (Fig. 4). CREB, mTOR, S6K1 and
rpS6 were all phosphorylated in a dose-dependent manner in re-
sponse toACTH, the natural hormonal inducer of PKAsignaling
in the adrenal cortex (Fig. 4A). The specific PKA activator
8-Br-cAMP had a comparable effect, indicating that the phos-
phorylation of all these proteins in response to ACTH was
mediated by PKA activation (Fig. 4B). Kinetics experiments
(2′ to 1 h, Fig. 4B) showed that phosphorylation of CREB,
mTOR and rpS6 occurred as early as 2′ after ACTH treatment,
with a maximum was achieved after 15′. Interestingly, AKT
phosphorylation was not enhanced by ACTH and even tended
to decrease over time (Fig. 4B). However, as expected, activa-
tion of PI3K/AKT/mTOR pathway by insulin induced a strong
phosphorylation of AKT, showing that it was able to respond
to specific activation in these cells (Fig. 4B). Finally, mechan-
isms of ACTH activation were tested in the presence of PKA in-
hibitor H89 and/or mTORC1 inhibitor rapamycin (Fig. 4C).
ACTH-dependent PKAactivation induced a significant increase
inCREB,mTORand rpS6phosphorylation (P , 0.01).As in the
H295R cell line, ACTH-dependent CREB phosphorylation was
significantly inhibited by H89 treatment (417.6+ 91.5 versus
284.8+ 50.3, P ¼ 0.0073) but was unaltered by rapamycin
treatment (417.6+ 91.5 versus 440.3+ 118.1, P ¼ 0.86). The
combined treatment with H89 and rapamycin had a similar
effect to H89 alone (417.6+ 91.5 versus 246.3+ 83.9, P ¼
0.03). mTOR phosphorylation was insensitive to treatments
with rapamycin and/or H89. However, as in H295R cells, rpS6
phosphorylation was significantly inhibited by rapamycin or
H89 treatment (P , 0.05) and a maximal inhibition was
observed in response to simultaneous exposure to rapamycin
and H89 (199.5+ 24.7 versus 74.6+ 14.9, P ¼ 0.0085). We
concluded that PKA stimulation induced activation of mTOR
pathway in murine adrenocortical cells.
PKA stimulation and resistance to apoptosis in a mouse
adrenocortical cell line
ATC7 cells were treated with HA14-1, a molecule designed to
trapanti-apoptoticBCL-2/BCL-XLproteins and to induce apop-
tosis as a result (Fig. 5) (18). Immunodetection of the cleaved
forms of PARP andCaspase-3 showed an induction of apoptosis
upon HA14-1 treatment (Fig. 5A). Interestingly, forskolin
co-treatment, which induced PKA activation as shown by
AKR1B7 induction, had a significant inhibitory effect on the
cleavage of apoptotic markers PARP (100+ 10.2 versus
42.8+ 4.1, P ¼ 0.005) and Caspase-3 (100+ 3.3 versus
26.6+ 10.6, P ¼ 0.02) (Fig. 5A and B). This inhibitory effect
of PKA activation on HA14-1-induced apoptosis was further
confirmed by the decreased percentage of sub-G0/G1 cells in
flow cytometric analyses (vehicle-treated, 47.0+ 3.5% versus
Fsk-treated, 26.2+ 4.1%, P ¼ 0.017 and not shown). We
then evaluated the phosphorylation, i.e. inactivation, of the
proapoptotic protein BAD in ACTH-treated ATC7 cells. Two
residues were studied, serine 112, which is known to be phos-
phorylated by PKA, and serine 136, whose phosphorylation
depends on AKT and p70S6K1. Both residues were phosphory-
lated in a dose-dependent manner after 15′ of ACTH treatment
(Fig. 5C). A similar result was also observed in response to the
specific PKA activator 8-Br-cAMP (Fig. 5D). Interestingly,
during induction kinetics with ACTH, BAD phosphorylation
at both positions paralleled CREB phosphorylation, but
seemed cumulative over the time of experiment (Fig. 5D),
exceeding the phosphorylation levels induced by 15′ treatment
with either 8-Br-cAMP or insulin (Fig. 5D).
PKA stimulation and BAD phosphorylation in mouse
and human PPNAD
Next, we looked for the same kind of correlation in vivo. WT
mice were injected with ACTH and culled 2 h later. Strong
PKA activation resulted in an increase in plasma corticosterone
levels (vehicle-treated, 15.2+ 2.3versusACTH-treated, 310+
24, in ng/ml, P, 0.001). Immunodetection of total and phos-
phorylated forms of BAD and rpS6 was performed on adrenal
extracts (Fig. 6A and B). As expected, rpS6 was more phos-
phorylated in ACTH-treated than in vehicle-treated mice
(2-fold,P , 0.001). Total (2.6-fold,P, 0.001) and phosphory-
lated BAD levels were significantly increased by ACTH treat-
ment. When normalized according to total BAD levels, BAD
phosphorylation was increased at Ser112 (3.8-fold, P, 0.001)
butwas unaltered at Ser136 (1.08-fold,P ¼ 0.64).We then eval-
uated phosphorylation and global expression of BAD in AdKO
mice (Fig. 6CandD).TotalBADlevelswere not significantly af-
fected in these mice, although they tended to increase by 26%
(P ¼ 0.07). Interestingly, an increased phosphorylation level
of BAD was found at Ser112 as well as at Ser136 (2.6-fold,
P ¼ 0.0028 and 1.5-fold, P ¼ 0.025, respectively). Levels of
the anti-apoptotic BCL-XL protein were found unchanged
between WT and AdKO adrenal extracts (Fig. 6C and D).
Finally, immunohistological stainings were performed on
human PPNAD sections. Both Ser112 and Ser136 residues of
BAD were found specifically hyperphosphorylated in the cells
of the tumor nodules (Fig. 6E and F). Importantly, the expected
hyperphosphorylation of rpS6was detected in the nodules while
no hyperphosphorylation of AKT was revealed in the same
tissues (Fig. 6G). Therefore, we concluded that a positive correl-
ation existedbetweenPKAactivation andBADphosphorylation
both in a mouse model of Prkar1a inactivation and in patients
with PPNAD.
DISCUSSION
Although PKA plays a central role in the development of
PPNAD, themolecular underpinnings of its tumorigenic activity
remain elusive. On the basis of in vitro data, it had been proposed
that PKA may act at least in part, through stimulation of mTOR
signaling (14). Here we show that mTORC1 pathway activity is
partially dependent on PKA pathway activity in adrenocortical
cells in culture and in vivo both in a mouse model of PPNAD
and in patients.
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Interaction between PKA and mTOR pathways
Interestingly, at least three differentmechanismswere described
for this crosstalk. In PPNAD, it has been proposed that R1awas
able to bind to and regulate mTOR kinase activity through a
mechanism reminiscent of its regulation of the catalytic subunits
of PKA (14,20). In thyroid cells, PKA phosphorylated Thr246
residue of the negative mTOR regulator PRAS40 and conse-
quently induced its dissociation frommTOR (12). In pancreatic
b-cells, rpS6 protein was described as a direct target of the PKA
catalytic subunit (21). Our observations in both ATC7 and
H295R cell lines indicate a short-term interaction between
PKA activation and mTOR pathway activation (Fig. 3 and 4).
In human adrenocortical H295R cells, cAMP-induced mTOR
phosphorylation was decreased by H89 (Fig. 3A and C),
showing that PKA catalytic activity was required to achieve
this phosphorylation. InmurineATC7 cells,mTORphosphoryl-
ation was only mildly induced by PKA stimulation and was in-
sensitive to H89 or rapamycin treatment (Fig. 4C and D).
However, in these cells, Thr389 phosphorylation of S6K1 was
increased by ACTH, serum or insulin treatment but completely
abolished in the presence of rapamycin (Supplementary Mater-
ial, Fig. S1). This suggested that although there was no obvious
change in mTOR phosphorylation, mTOR kinase activity was
obviously affected. InATC7 cells, rpS6was still phosphorylated
in response to ACTH treatment in the presence of rapamycin
(Fig. 4C, compare lanes 2 and 6 : 52.6+ 14.3 versus 127.3+
19.7, P ¼ 0.025). Considering the dramatic effect of rapamycin
Figure 4. Phosphorylation of protein targets of PKA and AKT/mTOR signalling pathways in murine ATC7 adrenocortical cells. (A) Phosphorylated mTOR, S6K1,
rpS6andCREBweredetected in cells treated for15′ with increasingconcentrationsofACTH. (B) PhosphorylatedAKT,mTOR, rpS6andCREBweredetected in cells
treated for 2′ to 1 h with PKA hormonal activator ACTH or for 15′ with either the specific PKA activator 8-Br-cAMP or the PI3K/AKT/mTOR pathway hormonal
activator insulin. (C) Phosphorylated mTOR, rpS6 and CREBwere detected in cells treated in various combinations with ACTH, PKA inhibitor H89 and mTORC1
inhibitor rapamycin. (D) Corresponding phosphorylation signals of mTOR, rpS6 and CREBwere quantified (values+SEM).Values represent relative band density
over tubulin expressed as a percentage of themean of the control. TotalmTOR, S6K1, rpS6 andCREBprotein signalswere unaffected by these short-time treatments
(not shown). n ¼ 4; ∗P , 0.05. Vhl, vehicle; 8Br, 8-Br-cAMP; Ins, insulin; Rapa, rapamycin.
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on S6K1, this rapamycin-resistant rpS6 phosphorylationmay be
due to a direct action of PKA kinase activity on rpS6 (21). Ac-
cordingly, in our PPNAD mouse model, rapamycin treatment
sensitized adrenal cortical cells to apoptosis (Fig. 2), in the
absence of effect on rpS6 phosphorylation in the tumor
(Fig. 1C). Taken together, these results suggested that in the
adrenal cortex, PKA–mTOR crosstalk is ensured by at least
two non-exclusive PKA-dependent mechanisms: the phosphor-
ylationofmTORand thephosphorylationofmTORdownstream
targets (Supplementary Material, Fig. S2).
Role of AKT/PKB in the interaction between PKA and
mTOR pathways
mTOR is a downstream target of AKT/PKB (22) andAKT/PKB
kinase activity has also been implicated in tumorigenesis (23)
and could participate to PPNAD. We thus analysed a potential
involvement of AKT/PKB in the crosstalk between PKA and
mTOR signaling pathways. The phosphorylation of Ser473
reflects the activity of the AKT/PKB kinase (24). In ATC7
cells, insulin treatment induced a robust phosphorylation of
AKT, mTOR, rpS6 (Fig. 4B) and S6K1 (Supplementary Mater-
ial, Fig. S1). However, Ser473 phosphorylation of AKT was in-
sensitive to ACTH treatment, and even tended to decrease over
1 h (Fig. 4B). In AdKO mice, mTOR pathway activation was
observed in the absence of increased AKT Ser473 phosphoryl-
ation. These results are consistent with human data. Indeed, no
hyperphosphorylation of AKT/PKB was detected in PPNAD
nodules (25), a result we confirmed in the PPNAD samples
that we processed in this study (Fig. 6G). Taken together, these
data indicate that AKT is not involved in PKA-driven mTOR
pathway activation in adrenocortical cell cultures as well as in
vivo in AdKO mice adrenals and in human PPNAD tissues.
Thus, AKT is not essential to the tumorigenic process in the
context of PPNAD.
BAD as a potential anti-apoptotic effector of PKA-mTOR
crosstalk
BAD is a proapoptotic member of the BCL-2 family, which
induces apoptosis by preventing BAX from binding to BCL-2
and BCL-XL (26). BAD is phosphorylated in response to
many survival pathways, its phosphorylation resulting in an in-
activation through cytoplasmic retention by 14-3-3 sigma (27).
The phosphorylation of Ser112 and Ser155 residues is essentially
dependent on PKA activity (28,29), while Ser136 phosphoryl-
ation can be achieved by AKT or S6K1 (30,31). Our data
showed that BAD phosphorylation was achieved through PKA
stimulation in both adrenocortical cell cultures and in vivo.
Moreover, when observed in WT mice, PKA stimulation
induced a classical phosphorylation on BAD Ser112, but no re-
sponse fromBAD Ser136 (Fig. 6A and B). In contrast, in AdKO
mice, basal phosphorylation at both Ser112 and Ser136 was
increased when compared with WTmice (Fig. 6C and D). Con-
sistent with these data, both Ser112 and Ser136 were highly
phosphorylated in PPNAD nodules (Fig. 6E). Our data show
that AKT activity is not increased in AdKO mice and PPNAD
nodules, which suggests that BAD Ser136 phosphorylation
results from increased S6K1 activity in response to PKA activa-
tion. Altogether, these observations support the hypothesis that
activation of mTOR pathway could be involved in PKA-
dependent resistance to apoptosis, which could sensitize adreno-
cortical cells to tumor development. However, at present, it
remains uncertain whether BAD hyperphosphorylation is the
principal effector of the anti-apoptotic effects of increased
PKA signaling. Alterations in other pathways cannot be ruled
out in PPNAD and might cooperate with mTOR activation.
For instance, we previously showed that increased cell survival
in both PPNAD and animal models appeared to be correlated to
inhibition of TGFb/activin signaling (7,9). To what extent these
different signaling pathways are responsible for apoptosis resist-
ance and tumor development remains to be explored.
Figure 5.Apoptosis induction and BAD phosphorylation in murine ATC7 adre-
nocortical cells. (A) PARP and Caspase 3 cleavage and AKR1B7 levels were
detected in ATC7 cells treated with PKA pathway activator forskolin (Fsk)
and/or apoptosis inductor HA14-1 for 4 h. (B) PARP and Caspase 3 cleavage
was quantified in response to HA14-1 in the presence or absence of forskolin
(values+SEM). Values represent relative band density over actin for cleaved-
caspase 3 and relative cleaved protein over total protein for cleaved-PARP,
expressed as a percentage of the mean of the control. n ¼ 5; ∗P , 0.05. Vhl,
vehicle. (C) BAD phosphorylation at Ser112 or Ser136 positions was detected
in cells treated for 15′ with increasing concentrations of ACTH. (D) BAD phos-
phorylation at Ser112or Ser136positionswasdetected in cells treated for various
amounts of timewith the PKApathway activatorACTHor for 15′ with either the
specific PKA activator 8-Br-cAMP (8Br) or PI3K/AKT/mTOR pathway activa-
tor insulin (Ins). Total BAD and CREB protein signals were unaffected by these
short-time treatments (not shown).
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Figure 6. Ser112 and Ser136 phosphorylation of BAD in adrenals fromWT andAdKOmice. (A) P-rpS6, BAD, P-BADSer112 and P-BADSer136were detected in
adrenal tissues from ACTH-treated or from vehicle-treated WT mice (Vhl). (B) Results illustrated in A were quantified (values+SEM). Values represent relative
band density over actin expressed as a percentage of the mean of vehicle-treated mice for P-rpS6 and BAD, and relative band density over BAD expressed as a per-
centage of the mean of vehicle-treated mice for the two forms of P-BAD. n ¼ 7. (C) BCL-XL, BAD, P-BAD Ser112 and P-BAD Ser136 were detected in adrenal
tissues from 12 to 14month-oldWT and AdKOmice. (D) Results illustrated in C were quantified on fiveWT and six AdKOmice (values+SEM). Values represent
relative band density over actin expressed as a percentage of the mean of WT mice for BCL-XL and BAD, and relative band density over BAD expressed as a per-
centage of the mean of WTmice for the two forms of P-BAD. (E–G) P-BAD Ser112, P-BAD Ser136, P-rpS6 and P-AKT were detected in PPNAD human adrenal
samples frompatients carrying germlinePRKAR1A-inactivatingmutation (19) and counterstainedwith hematoxylin. ∗P , 0.05. Scale bars, 100 mminmagnification
and 500 mm in entire adrenal.
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mTOR as therapeutical target: the possibility of rapamycin
treatment in Carney complex?
Ourdata show that rapamycin treatment suppresses apoptosis re-
sistance in adrenal tumors from mice lacking R1a (AdKO) but
does not trigger apoptosis in WT (Fig. 2). These results indicate
that (i) mTORC1 pathway is involved in the (R1a-)PKA-
dependent increased cell survival, (ii) mTORC1 pathway is
likely to be involved in adrenal tumorigenesis and (iii) rapamy-
cin treatment might be a potential tool to correct the deleterious
effect of (R1a-)PKA-dependent mTORC1 overactivity in
PPNAD, as previously hypothesized (14).
In summary, we demonstrated that mTOR pathway is acti-
vated through PKA overactivity in adrenocortical cells. This
phenomenon occurs in vitro as well as in vivo and in PPNAD
patients (14). We revealed a correlation, in vitro, in vivo and in
PPNAD samples, between PKA/mTOR activation and BAD
phosphorylation,whichcould beamechanismaccounting for re-
sistance to apoptosis.Wehypothesized that this could be import-
ant in adrenal tumorigenesis, and found that in amousemodel of
PPNAD,mTORC1pathwaydown-regulationby rapamycin sen-
sitized adrenocortical cells to apoptosis, the phenomenon
thought to be responsible for hyperplasia in this model. Consid-
ering that mTOR is overactivated in many tumors of different
tissues (32), mTOR pathway appears as a good candidate for
early steps of adrenal tumorigenesis. Consequently, rapamycin
could present a therapeutic potential in the treatment of
adrenal hyperplasia. Furthermore, in the context of Carney
complex, PKA pathway overactivation is known for its tumori-
genic potential in other endocrine tissues and in the heart and
skin (2,33,34). It would be interesting to study the relevance of
PKA-mTOR crosstalk in these tissues and its potential involve-
ment in their tumorigenesis.
MATERIALS AND METHODS
Human PPNAD tissue sections
Informed signed consent for the analysis of adrenal tissue and for
genetic diagnosis was obtained from the patients. The study was
approved by an institutional review board (Comite´ Consultatif
de Protection des Personnes dans la Recherche Biome´dicale,
Cochin Hospital, Paris). PPNAD paraffin sections were cut
from adrenal samples of patients who underwent bilateral adre-
nalectomy for ACTH-independent Cushing’s syndrome in the
context of isolated PPNAD or PPNAD within Carney complex.
All patients carried germline inactivating mutations of the
PRKAR1A gene.
Animals and hormonal treatments
Animal studies were conducted in agreement with international
standards for animal welfare and approved by Auvergne Ethics
Committee. Treatments were performed on adult male mice,
with procedures depending on the considered compound: dexa-
methasone acetate in sesame oilwas injected subcutaneously for
4 days (75 mg/mouse twice a day, Sigma-Aldrich); vehicle
(NaCl 0.9%) or ACTH (1.2 U/mouse, Synacthene Retard,
Novartis Pharma S.A.) were given as a single intra-muscular in-
jection 2 h before culling. Rapamycin (5 mg/kg bodyweight/
day) or corresponding vehicle was provided as intraperitoneal
injections for 4 days. Rapamycin (#R-5000, LC Laboratories)
was diluted at a final concentration of 50 mg/ml in a vehicle so-
lution of phosphate buffered saline/10%, tween80/5%, ethanol/
5%, cremophor (#C5135, Sigma-Aldrich).
Cultured cells and treatments
Mouse adrenocortical ATC7 cells and human adrenocortical
H295R cancer cells were cultured as previously described and
maintained in serum-free media for 12 h before treatments
(17,35). ACTH (0.25 mg/ml Synacthene Immediat, Novartis
Pharma S.A) or Insulin (#I3536, Sigma-Aldrich) were diluted
in DMEM/Ham’s F12 medium; Rapamycin (#R-5000, LC la-
boratories), H89 (#EI196, Biomol Research Laboratories),
8-Br-cAMP, forskolin, HA14-1 (#B7880, #F6886, #H8787, re-
spectively, Sigma-Aldrich) were resuspended in DMSO,
which was also used as the control in all experiments. In all
cases, the final concentration of DMSO was maintained
,0.1%. Where required, cell cultures were pre-incubated with
inhibitors (rapamycin or H89) for 1 h before adding inducers.
To minimize side-effects of treatments in the short-time experi-
ments, inductors were added to prewarmed media at a two-fold
concentration. Prewarmed media were then added directly to
culture media so as to be diluted two-fold. To terminate experi-
ments, culture media were removed and cells were directly
treated with cold extraction buffer on ice.
Histology and immunostaining
Preparation of adrenal samples and stainings/counterstainings
were performed as previously described (7). The following
primary antibodies were used according to manufacturers’
protocols: anti-cleaved-caspase 3 (Asp175) (Cell Signaling,
#9661), anti-P-rpS6 ribosomal protein Ser235-236 (Cell Signal-
ing, #2211), anti-P-BAD Ser112 (Cell Signaling, #5284);
anti-P-BAD Ser136 (Abcam, #ab28824); anti-P-AKT1/PKBa
Ser473 (Epitomics, #2118-1).
Western blot analysis
Extraction of adrenal samples or cellular samples and western
blotting were done as previously described (7). The following
primary antibodies, if not specified, were used as described in
manufacturers’ protocols: anti-CREB #9192, anti-P-CREB Ser133
#9191, anti-mTOR #2972, anti-P-mTOR Ser2448 #2971, anti-
S6K1 #9202, anti-P-S6K1 Thr389 #9205, anti-rpS6 #2217,
anti-P-rpS6 Ser235-236 #2211 (1/5000), anti-4EBP1 #9644,
anti-P-4EBP1 Thr37-46 #2855 (1/3000), anti-cleaved-caspase
3 (Asp175) #9661, anti-BAD #9292, anti-P-BAD Ser112
#5284, anti-P-BAD Ser136 #4366 (from Cell Signaling); anti-
actin #A2066, anti-tubulin #T0198 (from Sigma-Aldrich);
anti-P-AKT1/PKBa Ser473 (Epitomics, #2118-1); anti-AKR1B7
antibody (36). Western blot signals were quantified with a
DNR MF ChemiBis 3.2 camera and Multi Gauge Software
suite (Fujifilm).
Statistical analysis
Statistical analyses were performed with Student’s t test.
P-values under 0.05 were considered significant.
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Supplemental Figure 1. Effect of rapamycin and H89 on insulin-mediated activation of 
PI3K/AKT/mTOR signalling in murine adrenocortical ATC7 cells. Phosphorylated S6K1, rpS6, 
4E-BP1, AKT and CREB were detected in cells treated for 15' with insulin and in combination 
with PKA inhibitor H89 or mTORC1 inhibitor rapamycin. Total S6K1, rpS6, 4E-BP1 and CREB 
protein signals were unaffected by these short-time treatments (not shown). 
 
Supplemental Figure 2. Hypothetical mechanism of apoptosis resistance in PPNAD. In the 
absence of excessive AKT activation in PPNAD, BAD phosphorylation (inhibition of its pro-
apoptotic action) is likely to depend on PKA activation. Direct phosphorylation on Ser112 is 
realised by the catalytic subunits of PKA (C) and Ser136 phosphorylation would depend on S6K1 
via PKA-dependent activation of mTOR. The pharmacological components that were used in the 
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& Les carcinomes cortico-surrénaliens (CCS) sont des tumeurs malignes rares de mauvais 
pronostic et pour lesquelles les options thérapeutiques efficaces sont inexistantes. Il est donc 
indispensable de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le développement des CCS, 
afin d’améliorer leur prise en charge. Les deux altérations les plus fréquentes dans les CCS sont une 
surexpression du facteur de croissance IGF2 et l'activation constitutive de la voie Wnt/β-caténine. Le 
laboratoire a mis en évidence le rôle oncogénique de la β-caténine à l'aide d'un modèle murin (souris 
ΔCat) présentant une activation constitutive de la β-caténine dans la cortico-surrénale. Toutefois, la 
faible pénétrance du phénotype malin suggère la nécessité d'autres altérations pour la progression 
tumorale. L’objectif initial de ma thèse était de tester le pouvoir oncogénique de IGF2, seul ou en 
association avec l’activation constitutive de la β-caténine. Les modèles de surexpression de Igf2 dans 
la cortico-surrénale nous ont permis de montrer que Igf2 n'initie pas le développement de tumeurs 
cortico-surrénaliennes. Dans un contexte d'activation de la β-caténine, la surexpression de Igf2 
favorise le développement tumoral à des stades tardifs. Toutefois la formation de tumeurs malignes 
reste un évènement rare. Ces résultats suggèrent donc que la surexpression de Igf2 et l'activation de la 
β-caténine ne sont pas suffisantes dans notre modèle pour induire le développement de CCS. Une 
analyse rétrospective des données de transcriptome nous a permis de mettre en évidence une 
surexpression de l’oncogène putatif et histone méthyl-transférase EZH2, qui est associée à un mauvais 
pronostic. Mes travaux in vitro suggèrent que EZH2 est surexprimé en réponse à une surexpression 
des facteurs E2F et qu’il pourrait être impliqué dans le contrôle de la prolifération, de l'apoptose et de 
certaines caractéristiques tumorales des cellules cortico-surrénaliennes humaines H295R. Des 
inhibiteurs pharmacologiques étant disponibles, EZH2 pourrait constituer une cible thérapeutique 
intéressante pour le traitement des CCS. 
 En parallèle de ces travaux, nous avons cherché à identifier les mécanismes impliqués dans la 
zonation du cortex surrénalien. Au cours du renouvellement tissulaire, les cellules acquièrent d’abord 
une identité glomérulée puis fasciculée. L'identité de la zone glomérulée repose en partie sur l'activité 
de la voie Wnt/β-caténine. Cette voie de signalisation induit l'expression de gènes essentiels à l'identité 
de cette zone et inhibe l'identité fasciculée. La différenciation fasciculée des cellules doit donc reposer 
en partie, sur l'inhibition de cette voie de signalisation. Nous avons donc émis l'hypothèse que la 
signalisation PKA, activée dans la zone fasciculée par la liaison de l'ACTH à son récepteur MC2R, 
s'oppose à l'activité de la β-caténine pour permettre la différenciation fasciculée. A l'aide d'approches 
pharmacologiques et génétiques, nous avons pu mettre en évidence que l'activation de la PKA inhibe 
la voie Wnt/β-caténine dans le cortex surrénalien et que ceci est à l'origine d'une perte de la zone 
glomérulée au profit d'une expansion de la fasciculée. L'effet de la PKA sur la voie Wnt résulte au 
moins en partie de l'inhibition de l'expression de Wnt4 en réponse à l'activation de la PKA. En effet 
une diminution d'expression de Wnt4 est observée en réponse à l'activation de la PKA dans la cortico-
surrénale et l'invalidation de Wnt4 spécifiquement dans le cortex induit un phénotype proche de celui 
observé lors de l'activation de la PKA. Au delà des mécanismes moléculaires de la zonation, nous 
avons également montré que l’effet inhibiteur de la PKA sur la signalisation Wnt était capable de 
s’opposer aux effets oncogéniques de la β-caténine dans la cortico-surrénale. Ces observations 
pourraient s’avérer pertinentes, la voie de signalisation ACTH/PKA étant inhibée dans les CCS. 
 
Mots clés : carcinome cortico-surrénalien, voie Wnt/b-caténine, IGF2, EZH2, PKA, zonation du 
cortex surrénalien.  
 
